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(54) Title; CLOSED SENSE AND ANTISENSE OUGONUCLEOTTDES AND USES THEREOF 
(54)ritre: OLIGONUCLEOTIDES FERMES, ANTISENS ET SENS, ET LEURS APPLICATIONS 
(57) Abstract 

A novel structure of sense and antisense oltgonudeotides, naonely closed oligonucleotides, is described. OoseA oligonucle- 
otides, advantageously circular oligonucleotides, for example, may be used pharmacologically as sense or antisense molecules. 
Methods for chemiodiy and/or biologically obtaining such molecules are also described. The therapeutic use of the oligonucleo- 
tides as sense or antisense agents poses several problems, including the problem of molecule stability. Antisense oligonucleotides 
undergo nudeolync degradation and are main^ sensitive to exonudeases. The dosed antisense oHgnudeotides of the invention 
are molecules with no free ends and axe therefore mote resistant to cxonudease attacks. Ibe dosed oligonudeotides can act as 
antisense factois and last longer than the oonesponding linear oligonucleotides. Fuithennore; dosed anri^se oligonudeotides 
which are circular or have a complex secondary structure allow the seoondaiy and tertiary stractures of taiget messenger RNAs to 
be taken into account For instance, such antisense oligonudeotides may be multtfunctionai and interact with several regions 
which are not adjacent to the taigct RNA. Moreover, dosed oligonudeotides may be used according to a "scnse"-type strategy to 
interact spedfically with protein factors having an aHinity for certain RNA or DNA sequences or stiudures. Generally speaking, 
the dosed and, in particular, drcular oligonudeotides described here may be used in all cases where it is preferable to have avail- 
able ao oligOQudeotide having increased resistance to exonudeases compared with an olignudeotide wliidi has the same se- 
quence but is linear. 
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C57) Afareg^ L'objet dc nnvcatzon est one souveUe stractnit d'oligonudeoddes antisens oo seas, ks oUgo m idc ot i dc s fer- 
mis. Llavtmion oonoenie I'utifisatiaii des oligonucleotides Tcnnes • ponvant £tre svantageosemcnt par ezemple dcs oCgDnndeo- 
tidcs cirailaxies - a des fnis pharmaoologiques, oomme molecales anticwrg ou sens. L'invcntion conceme egalaacnt les mechodes 
d'obtentioa de teOes molcnilrs par des votes cfaimiqnes et/oa biologiques. L'atxiisatioii thcrapeutique des ofigonudeotides 
oomine agents antisens on sens souieve plasiems problemes; donl prindpalemeot oelui de la stabflite de oes molecoles. Les otigo- 
pOTf^pff^f^y^ ^n^ryif fw» * degradgtinn nodeoljrtiqu^ etsontprincipalenient sesis3>les anx exonudease: Les anttsensfenn^ 
qui font Tobjet de la picsente inventioa som des molecules qui ne presentent pas d'cxtremites iibies et qtti presentent done one 
resistance accrue aui attaques exonudeasiqu es. Les oligonndeotides fennes penvcat done Bffj oomme facteuis antisens avec une 
plus grande pMynnlfA que les oUgomideoddes lineaiies ooncspondants. De phsi^ des oOgonudeotides antisens fennes - arcs- 
laires on de structure secondaire compleze - peimettent de prendre en compte les structures seoondaircs et tcrtiaires des ARN 
me ss ageis dbles. Pareienylc; de tds nntisms penvent ctre nmltifonctionnds, ct intenigiravec phisienis regions non contigngs de ' 
TARN dble. De pins, des oGgomtdootides fennes pcuvent etre utilises sdoa une strai^e de type **stD^ pour intera^jr de fa^on 
specifique avec des facteois pioteiqoes picsentant une affinity pour a^\nt^ seqoenoes et stiuctures de TARN on de fADhL De 
fa^aa generalep les oGgDnudeotides fennes, en particnfier drculaires, faisant I'objet deflnvention deoite id ponnont tee utilises 
daiB Cous les cas on il seia avantageux de disposer d'un oGgonudeotide preseatant use resistance aocnie anx exon nd eases par 
f^ipoit a un ol^onndeotBde de mane sequence mab Itneairc 
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OlilGONUCI^OTZDES FEBM^S, ABTZSERS ET- SERS, ET IJCmS APPLZCKTIORS • 

La pr^sente invention concerne des composes du type 
oligonucleotide ainsi que leurs applications. 

5 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetique d'ADN -ou d'APN- de sequence conpieiaentaire 4 
une sequence cible appartenarvt k un g^ne ou A un ARM 
messager dont on desire bloquer sp6cifiquement 1' expression, 

10 Les oligonucleotides antisens peuvent dtre diriges contre 
uhe sequence d'ABN messager, ou bien contre une sequence 
d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident k la sequence 
dont ils sont compiementaires et peuvent ainsi b^-oquer 
1' expression de I'ARN messager portant cette sequence. 

15 Le terme '^oligonucieatide'' est utilise de fapon generale 
pour designer un polynucleotide en serie ribo* ou 
desoxyribo-. Lorsqu'il sera question qu'une propriete 
particuliere liee 4 1' utilisation d'une serie desoxyribo- ou 
d'une serie ribo-, on utilisera la denomination complete 

20 oligodesoxyribonucieotide ou oligoribonucleotide . Un 
oligonucleotide peut etre monocatenaire, c'est-^-dire ne 
comporter qu'un alignement de nucleotides, non apparies k un 
autre chaine, ou bien etre bicatenaire/ c'est e dire 
comporter des nucleotides apparies k une autre chalne 

25 polynucieotidique Deux oligonucleotides compiementaires 
forment une structure bicatenaire. Un oligonucleotide 
tnonocatenaire peut cependant presenter des regions 
bicatenaires par appariements intra-catenaire entre 
sequences cozi^iementaires portees sur le meme brln. 

30 Le terme hybridation utilise ici signifie la formation de 
liaisons hydrogenes entre des paires de bases 
compiementaires, la guanine et la cytosine formant crois 
liens hydrogenes, et 1' adenine et la thymine en formanr 
deux. 

35 

Les oligonucleotides antisens sont synthetises par voie 
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0 chimique et comportent fr^quexnineiit des modifications 
alterant le squelette mgme de la molecule ou portent des 
groupement rSactifs additionnels/ localises ^ leurs 
eztr§mit6s« Ces modifications introduites dans les 
oligonucltotides antisens ont pour buts soit d'augmenter la 
5 resistance de ces molecules k la degradation nucieolytiquer 
soit de favoriser leurs interactions avec leurs ciblesr soit 
de permettre des reactions de degradation/modification 
specif iques des cibles, ARN ou ADJH, soit d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire. 
10 Les oligonucleotides antisens sont sensibles aux 
degradations nucieasiques, et principalement k Inaction des 
exonucieases* Les nucleases se trouvent dans tous les 
compartiments -cellulaires et extra-cellulairecs, en 
psorticulier dans le serum* et provoquent une degradation 
15 rapide de ces molecules. Dne utilisation phsirmacologique de 
molecules antisens implique la resolution de ces probiemes 
de degradation afin d'arriver k une pharmacocinetique 
satisfaisante et done k une perennisation suffisante des 
effets de ces molecules. De nombreuses modifications 
20 chimiques permettent aux oligonucleotides antisens de 
devenir resist auits aux nucleases. Certaines modifications 
affectent directement la structure ou la nature de la 
liaison phosphodiester (methylphosphonates, 

phosphorothloates, oligonucleotides alpha, phosphoramidates 
25 pour citer quelques exemples), d' autre consistent en 
1' addition de groupements de blocage aux extremites 3' et 5' 
des molecules (Perbost et al.r 1989; Bertrand et al., 1^89; 
Bazile et al., 1989; Andrus et al., 1989; Cazenave et al., 
1969; Zon, 1988; Maher and Dolnick, 1988; Gagnor et al., 
30 1987; Markus-Selcura, 1987) . 

Pour accroitre I'efficacite des interactions entre un 
oligonucleotide et sa cible, on peut a j outer k une extremite 
de 1' oligonucleotide amtisens un groupement intercalant 
(acridines par exemple) • Enfin, on peut a^outer aux 
35 oligonucleotides antisens des groupements reactifs (agents 
alkylants, psoraienes, Fe-£DTA par exemple) capables de 
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0 provoquer des coupures ou des alterations chimiques 
definitives au niveau de la cible (Sim et al, 1989; Helene, 
1969; Durand et al., 1969; Sun et al«, 1988; Helene and 
Thuon^, 1988; Verspieren et al., 1987; Sun et al., 1^7; 
Cazenave et al., 1988, 1987; Le Doan et al., 1987; Toulme et 
5 al., 1986; Vlassov et al., 1986>. 
Le dernier type de modification classique des 
oligonucleotides antisens consiste en 1' addition de 
groupements modifiant la charge et/ou I'hydrophilie des 
molecules afin de faciliter leur passage trans-menbranaire 
10 (Kabanov et al., 1990; Degols et al. 1989^; Stevenson et al,, 
1989; Leonetti et al., 1988) « 

Toutes ces modifications peuvent evideznment etre combinees 
entre elles. 

15 Toutes les regions d'un ARN messager ne sont pas sensibles 
de la meme fagon aux effets d'un oligonucleotide antisens. 
Un ABN messager n'est pas une molecule lineaire figee, mais 
au contraire une molecule comportant de nombreuses 
structurations secondaires (hybridations intra-moieculaires 

20 complexes) , tertiaires (repliements et conformations 
particulieres, pseudo noeuds), et interagissant avec des 
nucleoproteines structurales et fonctionnelles (proteines 
basiques, complexes d'epissage, de poly-adenylation, de 
capping, complexe de traduction par exemple) . La 

25 disponibilite effective et I'accessibilite des differents 
regions d'un ARN messager va dependre de leurs engagements 
dans ces structurations. Correiativement, I'efficacite d'un 
agent inhibiteur interagissant avec telle ou telle sequence 
va dependre egalement de 1' engagement de cette sequences 

30 dans une fonction particuliere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent etre accessibles ^ 
1' oligonucleotide • 

L' utilisation de logiciels de prediction de structures 
secondaires permet de prevoir des degres d'accessibilite 
35 theoriques et done d'orienter le choix de cibles pour des 
oligonucleotide antisens. Globalement, les regions les plus 
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0 utilis^es comme cibles sont les sites de d&narrage de la 
traduction (region de I'AOG initiateur) ainsi que les sites 
d'^pissage (jonctions SD/SA) . De nombreuses autres sequences 
n'ayant pas de fonctionnalit^s particuli^res et non engag^es 
dans des af^ariement intra-mol6culaires se sont av^r^es 

5 ^galement efficaces conane cible pour des oligonucldotldes 
antisens (voir les exenples clt^s plus loin) * 

Les oligod^soxyribonucl6otides antisens peuvent ^galement 
§tre dirig^s contre certaines r&glons d'ADN bicat^naire 
10 (sequences homopurines/hoiaopyriaiidines ou riches en 
purines/pyrimidines) et former ainsi des triples helices 
(Perroualt et al., 1990/ Francois et al.(A}r 1969; Francois 
et al. (B)^ 1989; Francois et al. (C), 1989; Wang ec al., 
1989; Maher et al., 1989; Sun et al., 1989; Boidot-Forget et 

15 al,, 1988; Moser and Dervan, 1987; Dervan, 1986). Des 
oligonucleotides dirig&es ainsi contre I'ADN ont ^t6 appelte 
"^anti-gtoe" ou encore ^anti-code*^. La formation d'^une triple 
h^ice, au niveau d'une sequence particuli^re, peut bloquer 
la fixation de prot^ines intervenant dans 1' expression d'un 

20 gtoe et/ou permettre d'introduire des doinmages irrdversibles 
dans I'ADN si 1' oligonucleotide consid4r6 possdde un 
groupement reactif particulier. De tels oligonucleotides 
antisens peuvent devenir de vdritables endonucl6ases de 
restriction axi:ificielles, dirig6es d la demande contre des 

25 sequences spScifiques* 

hybridation entre un oligonucleotide antisens et un AHN 
messager cible peut en bloquer 1' expression de plusieur& 
manidres, soit de facon st^rique, soit de facon pseudo- 

30 catalytique (Gagnor et al., 1989; Jesus et al., 1988; 
Markus-Selcura, 1987) : 

-1' interaction entre I'ARN messager et un 
oligonucleotide antisens complementaire peut creer une 
barriere physique interdisant la fixation et/ou la: 

35 progression de proteines ou de complexes proteique& 
n§cessaire A la traduction, k la maturation, t la 
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• 

0 stabilisation ou au transport de I'AKN messager. Ce blocage* 
physique aboutira finalement A une inhibition de 
1' expression de I'ARN messager cibl6. 

hybridation entre un ARN messager et un 
oligod6soxyribonucI6otide antisens va cr^er vn substrat poiir 
5 la RKase H, enzyme present dans toutes ies cellules 
eucaryotes. La RNase H est un enzyme qui degrade 
sp6cifiquement I'ARN lorsqu'il est hybrid^ k de I'ADH. 
L'h^ridation d'un oligonucleotide antisens ^ un ARN cible 
aboutira done A la coupure de cet cible ^ 1' emplacement 
10 de cette hybridation, et done k son inactivation definitive. 

-Par ailleurs, comme indiqu6 plus haut/ les 
oligonucleotides antisens peuvent conporter des ^oupement 
reactifs capables de produire directement des dosages 
irreversibles dans la molecules d'ARN cible. 

15 

En ce qui concerne les oligonucleotides antisens diriges 
contre I'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation 
d'une proteine de regulation indispensable k 1' expression du 
gene cibie (facteur de transcription par exemple), soit eh 
20 introduisant des dommages irreyersibles (coupures, cross- 
links) dans la molecule d'ADN, la rendant inapte, 
localement, pour 1' expression genetique. 

Les ribozymes sont des molecules d'ARN douees d'activites 
25 enzymatiques, capables en particulier de provoquer des 
coupures endonucieasiques dans des ARNs cibles. Un ribozyme 
peut etre considere comme un oligonucleotide antisens 
particulier, doue d'une activite catalytique endonucl6asique 
naturelle (Vasseur, 1990; Symons, 1989; Jeffrie and Symons, 
30 1989; Haseloff and Gerlach, 1988; Uhlenbeck, 1987; Symons et 
al,, 1987). Typiquement, un ribozyme est constitue de deux 
parties, d'une part il comporte une sequence ccMUpiementaire 
a la sequence cible que I'on desire couper, et d' autre part, 
une sequence catalytique, faisant office de groupement 
35 reactif (Fedor and Uhlenbeck, 1990; Ohlenbeck et al; 1989; 
Sheldon and Symons, 1989; Sampson et al., 1987). II est 
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0 possible actuelXement, en utilisant un site actif consensus 
d^duit de la sequence de ribozymes viraux, de couper 
thtoriquement a' importe quel ARN messager, en une position 
d^tenainSe d I'avance (Haseloff and Gerlach, 1988; 
CRilenbeck, 1987) * Les ribozymes rencontrent les mSmes 

5 prdbl&mes d' utilisation que les oligonucleotides antisens 
classiqueS/ en particulier en ce qui conceme les phtoomtoes 
de degradation, les ABKs etant encore plus sensibles ^ la 
degradation nucieolytique que les ADNs. 

10 Les oligonucleotides antisens permettent de bloqoer 
specif iquement I'' expression d'ARN messagers cellulaires, par 
exemple de messagers de type oncogenique, (Tortora et al«, 
1990; Chang et al., 1989; Anfossi et al., 1989; Zhvag et 
al.; 1989; Shuttleworth et al., 1988; Cope and WiUe, 1989; 
15 Cazenave et al., 198 9> et de nonbreux different s types d'ARK 
messager viraux, provenant de \rirus aussi varies que le V5V 
(Degols et al., 1989; Leonetti et al., 1989), le SV40 
(Westermann, et al., 1989), les virus influenza (Kabanov et 
al., 1990; Zerial et al., 1987), le virus de l^encephalo- 
20 myocardite (Sankar et al., 1989), 1' adenovirus 
(Miroshnichenko et al., 1989), le HSV (Gao et al., 1988) et 

le HIV (Matzukura et al., 1989; Stevenson, et al., 1989; 

Matzukura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 

Avec des ribozymes, on peut diver In vivo I'ARN messager 
25 codant, pour le g^ne marqueur CAT (Cameron and Jennings, 

1989), inhiber le processus de mattiration de I'ABN messager 

d'histone (Gotten et al.l989; Gotten and Bimstiel, 1989) ou 

proteger partiellement la cellule contre 1' infection par 

HIV-1 (Sarver et al., 1990). 

30 

Les oligonucleotides peuvent egalement etre utilises dans le 
cadre de strategies de type *sens*. Cette approche consiste 
4 utiliser un oligonucleotide en serie desoxyribo- ou ribo-, 
monocatenaire ou bicatenaire, de sequence specifique, comme 
35 agent de fixation d'une proteine presentant une af finite 
pour cette sequence et dont on desire diminuer la 
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0 concentration efflcace, par coo^tition, 4 I'int^rieur des 
cellules. On peut envlsager alnsi d'utiliser des 
oligonucleotides Interagissant avec des facteurs de 
transcription, des facteurs d'encapsidations viraux, des 
facteurs de regulation de la traduction, etc... Cette 
5 approche n'est pas encore exploits comme I'est la strategic 
antisens plus classique. Dans ce cas, le probldme de la 
stabilit6 des oligonucleotides est egalement un facteur 
important critique pour I'efficacite et la p^rennite de Ibox 
action. L' utilisation d' oligonucleotides modrfies pour une 

10 telle approche peut se heurter k des probiemes structuraux 
de reconnaissance par les proteines. La possil>ilite de 
disposer d' oligonucleotides naturels stables dans le serum 
et les cellules permettrait d' envlsager le d6velc^peir ''At de 
nouvelle voles therapeutiques cibiees en particulier sur les 

15 facteurs de regulations k affinite pour les acides 
nucieiques. 

Les oligonucleotides antisens, et sens, sont done des agents 
pharmacologiques potentiels, puissants et hautement 

20 specif iques, permettant d'inhiber 1' expression de messagers 
codant pour des produits exergiant des effets pathog6nes. 
L' utilisation therapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant k plusieurs probiemes de type physiologiques/ en 
particulier celui de la deiivrance intracellulaire de ces 

25 molecules et celui de leur sensibilite k la degradation 
nucieolytique. L' utilisation de derives modifies permet de 
surmonter le probieme de la sensibilite aux nucleases, mais 
introduit un nouveau probieme, celui de la toxicite 
eventuelle des modifications chimiques introduites dans la 

30 molecule. 

L' utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en 
effet des probieraes de nature toxicologiques . Si certaines 
des modifications sont reputees plutdt neutres, la plupart 
ne sont pas denuees de toxicite potent ielle. 
35 Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicite k plusieurs niveau, soit direct ement 
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0 pax des effets de la molecule enti^re, soit Indlrectement 
via les effe^ des produits de degradation. Des nucleotides 
porteurs de modifications chimiques/ et presents dans \me' 
cellule A une concentration eiev6e peuvent ainsi presenter 
une toxicity --et plus particulierement une gtootoxlcite* non 
5 nSgligeable au plan pharmacologique. 
Par escenqple, de nombreux probl^mes soulevSs par I'enploi 
d' oligonucleotides antisens modifies, en particulier des 
effets anti-viraux non s6quence-specifiques, senblent bien 
etre dus ^ la nature de certaines des modifications 
10 chimiques Introduites dans les oligonucleotides antisezis 
pour les rendre resistant aux nucleases. 

Au plan toxicologique, il est done evident que mo^ns on 
modif ie la structure naturelle de 1' oligonucleotide, moins 

15 on risque d'etre confronte ^ des pfobiemes pharmacologiques . 
Une molecule naturelle d'ADN ou d'ARN, ainsi que ses 
produits de degradation, ne pose pas ou peu de probieme de 
toxicologie et de pharmacocinetique, ce qui n'est pas le cas 
d'une structure modif iee pouvant donner apres metabolisation 

20 des derives multiples et potentiellement toxiques. 

II serait done avantageux de pouvoir disposer 
d' oligonucleotides naturels, ne conportant que des desoxy ou 
ribonucleotides normaux, relies entre-eux par une liaison 
25 phosphodiester normale, mais presentant cependant une 
resistance ^ la degradation. 

L' invention presentee ici a pour objet un nouveau type 
structural d' oligonucleotide antisens, ou sens, resistant 
30 aux expnucieases sans intervention de modifications 
chimiques stabilisantes. Les oligonucleotides faisant 
1' objet de 1' invention ont la particularite de presenter une 
structure fermee, n' off rant pas d'extremite disponible ^ la 
degradation exonucieasique* 

35 

De tels oligonucleotides peuvent etre utilises dans leur 
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0 6tat naturel mais peuvent cependant con^rter ^galement des 
nucleotides modifies/ des groupements r^actifs/ ou §tre 
associ^s physiquement k d'autres molecules ou nacromol^cules 
dans le but de renforcer leur efflcaclt^ d' Inhibition, leur 
penetration, leur affinite pour leurs cibles, leur ciblage 

5 cellulaire ou intra-cellulaire, ou pour optimiser toute 
axitre propriety. 

II, DESCRIPTION DE L' INVENTION 

10 Dans les cellules, et plus encore dans un organisme, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides 
antisens naturels sont sensibles aux nucleases. Les 
nucleases sont des enzymes de degradation capables de xzojjpex 
les liaisons phosphodiester de I'ADN ou de l^ARH, soit en 

15 introduisant des coupures internes sur des molecules mono- 
ou bicatenaire, soit en attaquant ces molecules k partir de 
' leurs extremites. Les enzymes attaquent de fapon internes 
sont appeiees les endonucieases et celles attaquant par les 
extremites sont appeies esonucieases . 

20 

La st£Ut>ilite des oligonucleotides antisens -done leur 
efficacite- peut etre considerablement augmentee en 
introduisant diverses modifications chimiques les rendant 
resistant k la degradation comme decrit ci-dessus. 

25 II est etabli que ce sont les exonucieases qui sont la 
principale cause de degradation des oligonucleotides 
antisens dans le serum et dans la cellule. Plus 
particulierement, il semble que les exonucieases s' attaquant 
& I'extremite 3' OH soient surtout k incriminer dans ce 

30 phenomene. 

Des modifications apportees A la structure des extremites 
des oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer 
les activites des exonucieases, et conferer aux 
oligonucleotides une stabilisation accrue. 

35 

L' invention decrite ici est fondee sur I'idee nouvelle que 
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0 des oligonucleotides ferm€s, ne comportant pas d'extremit6s 
libres, seront done, par definition, r^sistants k ce type de 
degradation. Des oligonucleotides fen&es, circulalres par 
exemple, ne presentent pas de substrat accessible aux 
exonucieases 3' ou 5' et sont done ainsi stabilises. 

5 

Plus part iculierentftnt , 1' invention eqnceme done un agent 
antisens ou sens du type oligonucleotide, caracterise en ce 
qu'il est constitue d'une ou plusieurs sec|uenee(s> 
d' oligonucleotides monocatenaires dont les extremites sont 
10 reliees entre elles par des liens covalents pour former au 
moins partiellexnent une structure monocatena i re fermee. 

Ces agents sont parfois denonmes ci*apres oligonucleotides 
fermes ou oligonucleotides circulalres, dans la mesure oH ce 
15 type de compose presente de preference une majorite de 
nucleotides par rapport aux structures non nucieotidiques. 

La definition du texnne oligonucleotide a ete donnee 
precedeminent et incorpore aussi bien la serie ribo- que 
20 desoxyribo- naturelle, de meme que les modifications de ces 
bases qui seront globalement denommees ci-apr^s non- 
naturelles et qui ont egalement ete evoquees precedemment . 

Le lien covalent peut etre une structure covalente non 
25 nucieotidique proteique, lipidique, osidique et/ou une 
structure mixte, comme cela sera explicite ci*apres« On 
prefere toutefois utiliser une structure covalente 
nucieotidique, c'est k dire une liaison phosphodiester. 

30 L' invention concerne des oligonucleotides fermes, 
circulaires par exemple, n'ayant pas d' extremites libres, 
mais composes par une suite de bases nucieotidiques reliees 
entre elles par tout types de liaisons, et 
preferentiellement par des liaisons de type phosphodiester. 

35 Ces bases pourront etre associees entre elles par des 
liaisons telles que la distance entre ces bases sera 



wo 92/19732 



11 



PCT/FR92/e0370 



0 d' environ 3 A ^ 4 A ce qui est la distance que I'on trouve 
dans les molecules naturelles d'ADH ou d'ARN lorSque les 
• ' liaisons internucl^otidiques sont assur^es par des 

groupements phosphodiesters* Les oligonucleotides ferm^s, 
circulaires par exemple, seront covapos^s avantageusement de 
5 nucleotides naturels li6s preferentiellement entre-eux par 
des liaisons phosphodiesters non modifi^esr mais pourront 
egalement comporter des nucleotides modifies et/ou des 
liaisons modifiees respectant les distances entre bases et 
pennettant les rotations axiales heiicales caracteristiques 

10 des conformations des acides nucieiques. Les 
oligonucleotides fermes seront done composes avantageusement 
des bases A, T, C, ou U, sous leurs formes desoxy ou 
ribonucieotidiques. Les oligonucleotides ferme pourronj done 
etre soit des oligodesoxyribonucieotides^ soit des 

15 oligoribonucieotides/ soit des molecules mixtes coznportant 
des desoxyribonucieotides et des ribonucleotides. 

Sont done conprises dans 1' invention, toute molecule d'ADN, 
ou d'ARN, ~ou mixte ADN/ARN-, monocatenaire, fermee, 

20 circulaire ou possedant une partie circulaire, obtenue de 
facon biologique, chimique, ou par des procedes associant 
les techniques de la chimie de synthese e celles de la 
biologie et de la biochimie, presentcUit une resistance aux 
exonucieases superieure e celle d'un oligonucleotide de mSme 

25 sequence mais cc»q>ietement lineaire, ne presentant pas de 
structure fermee. 

Des exeinples d' oligonucleotides fexmes sont presentes dans 
les figures lA ^ IC. 

■ 

30 La figure lA presente des exemples de structure 
d' oligonucleotides antisens fermes. La figure IB presente 
des exemples de structure d' oligonucleotides sens fermes. La 
« figure IC presente une molecule mixte pouvant exercer un 

effet sens et antisens. 

35 

Le nombre de nucleotides unitaires composant les 
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0 oligonucleotides ferm^s peut varier dans de larges 
proportions notamment entre 10 et 200, nais ce noznbre sera 
avantageusement conprisr ^ titre indicatif, entre une 
vingtaine et \ine cinquantaine de nucleotides/ selon la 
structure de femettire (circulaiire, structure en laisso, en 
5 ballon, structure bicatenaris^e, etc*., voir plus loin les 
descriptions des diff^rentes structures), les utilisations 
(molecule antisens cUiti-ARN, molecule antisens anti-ADN, 
molecule sens anti-proteique) , le tjfpe de 1' oligonucleotide 
-desoxy ou ribonucieotidique- (antisens simple ou antisens 
10 ribozymique, etc..) et les cibles considerees (i^BMmessager, 
ARN premessager, structure secondaire particulidre, etc.*)« 

Les oligonucleotides feinnes faisant I'objet de la pitsente 
invention sont preferentiellement con^ses par une sequence 
15 de bases conportant de 1' adenine (A>, de la guanine (G), de 
la cytosine (C), de la thymine (T> et de I'uracile (a>, de 
formules generales presentees en figure ID. 

Les oligonucleotides fermes pourront egalement comporter des 
20 nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par exemple) ou des 
nucleotides modifies, soit en serie desoxyribo* soit en 
serie ribo-. 

Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
25 nucleotides modifies au niveau de la liaison phosphodiester, 
par exemple, selon les quelques formules presentees en 
figure 2. Par exemple, les oligonucleotides fermes pourront 
comporter un ou plusieurs des groupements bien connus que 
sont les phosphorothioates, les methylphosphonates, les 
30 phosphorodithioates, les phosphoselonates, les 
phosphoroamidates, les alkyl-phosphotriesters . Notons 
cependant que les oligonucleotides antisens fermes 
con5)rendront preferentiellement des nucleotides naturels, 
relies entres-eux par des liaisons phosphodiesters non 
35 modifiees. 
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0 Les oligonucleotides ferm^s pourront comporter des 
nucleotides r^actlfs/ capables d^etablir des liens avec la 
sequence de la molecule cible compiementaire k 
1' oligonucleotide • 

5 Ainsi, les oligonucleotides femes pourront porter des 
groupements reactifs greffes sur les nucleotides, conmie par 
exen^le des groupenents psoraienes, ou d'autres 'agents de 
pontage ou agents inter cal ant pouvant reagir avec la 
sequence de la molecule cible complement aire d 
10 1' oligonucleotide (voir les quelques exemples non-exhaustifs 
presentes en figure 2) • 

Les oligonucleotides antisens fermes pourront ega^eroent 
inclure, parmi les nucleotides faisant partie de la 

15 structure fermee, une sequence d'ABN presentamt une activite 
catalytique. Ces oligonucleotides circulaires seront ainsi 
des ribozymes circulaires, aux extremites jointes, 
comportant, en plus de la sequence catalytiqpie pouvant etre 
toute sequence d'ARN capable de provoquer une coixpure ou un 

20 modification dans une sequence d'ARN cible, une sequence de 
type antisens, compiementaire & la sequence cibiee, et 
pouvant etre constituee soit d'ARN, soit d^ADH soit d'un 
melange ADN/ARN (figure 3) . 

25 Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes couples & des molecules permettant d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire, et en particuller des 
groupement lipophiles, des polypeptides ou des proteines. 

30 Les oligonucleotides fermes presentent la caracteristique 
principale de ne pas offrir de substrat aux exonucieases 3' 
et 5' , Pour acquerir cette propriete, la structure la plus 
simple est un oligonucleotide circulaire, formee d'une 
succession de nucleotides relies entre eux par des liaisons 

35 phosphodiesters conime schematise plus haut, et pr6sentant ou 
non des appariements intracatenaires (figures lA k IC et 
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0 figure 4) . 

D'autxes structures molecules ferm&es par una liaison non 
phosphodiester 3' -5' peuvent ^galement gtre syntli6tis6es et 
presenter una resistance partielle ou totale aux 
5 exonucl^ases* 

Font ^galement partie de 1' invention des tool^cales en lasso 
coo^stes da r^sidus d^soxy ou ribonucl^otidiques et ferm^s 
soit par luie liaison faisant intervenir soit l^extr^mit^ 3', 
10 soit l^extr&ait6 5' de la molecule (figures lA 4 IC et 
figure 4B) « Dans ces molecules en lasso, la partie lin^aire 
peut ne conqporter qa'un seul r^idu nucl^otidique, ou bien 
peut comporter une chalne lat&rale nucl6otidic,ae de 
plusieurs r^sidus. Dans ces structures, I'un des nucleotides 
15 terminaux de 1' oligonucleotide est couple k tin nucleotide 
interne, par une liaison pouvant s'effectuer avec la base ou 
avec le sucre, ou avec le groupement phosphodiester. De tels 
oligonucleotides presentent une extremite libre et une 
extremite bloquee. La resistance aux exonuciease sera done 
20 partielle, 1^ extremite libre pouvant faire I'objet d'une 
degradation nucieolytique. Les extremites 5' et 3' des 
•oligonucleotides ne sont pas sensibles de fa^on equivalentes 
la degradation, 1' extremite 3' etant la plus sensible, (fti 
oligonucleotide circulaire en lasso, ne presentant que 
25 1' extremite 5' libre est protege en grande partie contre la 
degradation. De plus, les exonuciease pouvant degrader la 
partie lineaire du lasso seront arrStees au niveau du point 
de branchement. A ce stade, 1' oligonucleotide est devenu 
totalement resistant aux exonucieaises 3' et 5', quelle que 
30 soit 1' extremite libre ou branchee initialement. De telles 
molecules en lasso peuvent comporter des residus 
nucieotidiq[ues naturels ou modifies comme enonce plus haut 
au paragraphe precedent. La structure generale des molecules 
en lasso est presentee en figure lA et figure 4B. 

35 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
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■ 

0 ferm^s en ballon, conone d&crits dans la figure lA, la figure 
-IB et la figure 4C. Ces oligonucleotides sont fermds par une 
liaison chimique correspondant k un pontage intercat&iaire 
realises entre deux nucltotldes internes, Ce pontage peut 
§tre effectu^ par le biais d'un nucleotide r^actif - 
5 photoactivable par exen^le-- ou bien en utllisant un r^actifs 
exogdne etablissant un lien entre deux regions apparites de 
1' oligonucleotide, Un tel oligonucleotide en ballon ne 
presente qu'xui nombre limiter ou pas, de sites st^>strats 
pour des exonucieases. M§me si le ou les pontages fermant la 

10 molecule oligonucieotidique sont pas effectues au niveau des 
nucleotides terminaux, seuls seront accessibles aux 
exonucieases les quelques nucleotides localises de part et 
d' autre du point de pontage, aux extremites de la mol'^cule. 
Les exonucieases pourront cliver les liaisons 

15 phosphodiesters reliant les nucleotides des extremites non 
coupiees, mais seront arret ees A, partir du site de pontage. 
Les nucleotides engages dans le pontage sont resistants aux 
exonuciease, totalement ou partiellement, et protdgent ainsi 
1' oligonucleotide contre la poursuite de la degradation 

20 nucieolytique« 

Font egalement partie de 1' invention une autre famille 
d' oligonucleotides circulaires refermes sur eux*-memes par 
1' intermediaire d'une molecule non nucieotidique • Ces 

25 oligonucleotides fermes possedent une partie de leurs 
structure moieculaire correspondant ^ une sequence d'ADN ou 
d'ARN dans laquelle les bases sont non modifiees, et dont la 
premiere unite nucieosidique est reliee Sl la derniere par 
une liaison faisant intervenir une structure molecule 

30 quelconque. Par exemple, les oligonucleotides antisens 
peuvent etre circularises au moyen d'un couplage entre les 
nucleotides terminaux par une structure proteique ou 
polypeptidique qui seront lies aux unite nucieosidiques 
terminale par tout type de couplage (figure 4) • Font done 

35 egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires comportant une partie nucieotidique et une 
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0 partie prot^ique* insertion de cette paxtie prot6ique pent 
s'effectuer par divBrs proc&ito de couplage. La fraction 
prot^ique peut: Stre con^e pour accroltre l^efficacit6 de la 
molecule nucl^otidique par diffigrents nScanismes. La partie 
prot^que pourra/ par ezenqple, favoriser 1' intemalisation 
5 de 1' oligonucleotide dans des cellules, permettre de cibler 
dventuelleisent certaines cellules en chaisissant un 
determinant prot^ique utilise. Les con^osants proteiques ou 
peptidiques utilises dans les oligonucleotides circulaires 
de ce type pourront egalement etre des molecules de 

10 signalisation, permettant un ciblage intra-cellulaire des 
oligonucleotides. Far exemple, on pourra utiliser des 
peptides d'adressage nucieaire provenant de proteines 
naturelles cellulaires ou virales. Cet aspect de 1'inT^.ntion 
consiste done & proposer des oligonucleotides, de structure 

15 nouvelle, et cozzportant des composes susceptibles de reagir 
specifiquement avec des recepteurs particuliers de la 
surface membranaire de la cellule, d'etre intemalisees par 
les dites cellules, et d'exercer leur activite biologique k 
I'interieur de la cellule. 

20 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires ref.ermes sur eux-mdmes par des groupement 
lipophiles ou des chalnes coii9>ortant des radicaux lipophiles 
et favorisant I'intemalisation cellulaire de ces moieciiles, 

25 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes associes par des coi:^lages covalents ou non covalents 
a des structures d'encapsidation de type liposomiques ou de 
tout autre structure lipoproteique ou lipopolysaccharidique. 

30 

Font egalement partie de 1' Invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux--memes par une liaison 
phosphodiester, mais con^ozrtant de plus une ou plusieurs 
liaisons internes produites par des agents reactifs 
35 appairtenant ^ la structure de la molecules elle-meme ou 
apportes de fapon exogene. 
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0 Ces molecules poss^deront les caract^rlstiques de resistance 
aux exonucl6ases des oligonucleotides circulaires et off rent 
de plus des conformatiws secondaires particuli^res, pouvant 
etre adapt^es k la reconnaissance de sites particuliers sur 
des cibles pr^sentant elles-mdmes des conformations 

5 secondaires ou tertiaires particuli^res^ que ces cibles 
soient des acides nucl6iques ou tout autre structure 
cellulaire ou virale susceptible de presenter une affinity 
elective et selective envers un polynucleotide de structure 
primaire et secondaire particuliere. 

10 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
antisens circulaires ou fermes susceptibles de former une 
triple heiice avec I'ARN cible. La formation d'une triple 
heiice permet de stabiliser 1' interaction ADN/AKN entre 

15 1' antisens et la sequence cible. 

De fapon generale, on peut egalement dire qu'un antisens 
circulaire est un con5>ose '^prodrug'' par rapport k un oligo- 
nucleotide antisens lineaire. La coupure d'un oligonu* 
cieotide circulaire donnera naissance & un oligonucleotide 

20 lineaire qui pourra exercer un effet antisens classique, 
avec retard, 

Bien qu'assez souvent les composes selon 1* invention 
comporteront des sequences nucieotidiques non susceptibles 

25 de s • auto-apparier font egalement partie de 1' invention des 
oligonucleotides fermes comportant des regions auto- 
appariees formant une structure bicatenaire • de longueur 
variable (voir figure 5) . Cette structure bicatenaire pourra 
avoir plusieurs rdles, par exemple celui de stabiliser la 

30 molecule pour permettre sa circularisation, lors de la 
synthase des mol6cules circulaires (voir plus loin les 
precedes de preparations) . Cette structure bicatenaire 
pourra egalement avoir un role actif, comme par exemple 
celui d'interagir avec des proteines presentant une af finite 

35 pour cette sequence. La structure bicatenaire pourrait 
correspondre 4 une sequence de fixation pour des facceurs 
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0 prot6iques. En particulier^ un aspect de 1' invention est de 
foumir des molecules oligonucl^otidiques naturelles stables 
pouvant fixer des facteurs prot^iques cellulaires ou viraux 
et done interf^er avec des processus biologiques mettant en 
jeux ces facteurs. 

5 Un exemple de 1' utilisation d' oligonucleotides ferm^s 
coBoportant une region auto-apparltes -des oligonucleotides 
destines A une telle application seront avantageusement 
circulaires simplement* est la cos^tition intra-cellulaire 
avjsc des facteurs de transcription. Dans ce cas, la partie 
10 bipatdnaire de 1' oligonucleotide ferme portera la sequence 
de fixation du facteur de transcription^ du regulateur, du 
recepteur nucieaire hormonal que I'on desire pieger. 
L' interaction entre 1' oligonucleotide circlaire 
bicateneirise et un facteur de transcription va aboutir k 
15 reduire la disponibilite intra-cellulaire de ce facteur, et 
done va modifier les equilibres de regulation pour lesquels 
ce facteur intervient* S'il s'agit d'un facteur de 
transcription positif , exerpant un ef fet de stimulationr le 
blocage de ce facteur aboutira k une inhibition des genes 
20 conslderes; s'il s'agit d'un facteur negatif, inhibant 
1' expression de genes apres interaction avec I'ADN 
cellulaire, alors 1' expression de ces genes sera stimuiee. 
De fapon generale, les oligonucleotides fermes, de type 
circulaire, de serie desoxyribo- et comportant une partie 
25 bicatenaire pourront interagir dans des buts therapeutiques 
avec tout facteur proteique presentant de I'af finite pour 
I'ADH et dont on desire reduire ou alterer les effets dans 
une situation pathologique donnee. 

II est egalement envisager d'utiliser des oligonucleotides 
30 fermes, avantageusement circulaires, pour combiner des 
approches antisens et sens dans un but de plus grande 
efficacite. Ce precede consiste k utiliser simultanement un 
oligonucleotide antisens ferm6 dirige contre I'ARN messager 
d'un facteur de transcription, et un oligonucleotide '•sens" 
35 ferme comportant une structure bicatenaire de sequence 
correspondant au site de fixation sur I'ADN de ce facteur de 
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0 transcription. Deux niveaux d' action sont done cibl^s 
simul tangent, en synergie, sur la m§me molecule cible, 
I'antisens diminuant la synthase de ce facteur et la 
molecule sens exer^ant un effet de pi^ge sur les mol^KCules- 
r^siduelles pouvant subslster. Les approches combin^es sens 

5 et antisens pourront §tre utilis6es soit pour cibler la m^e 
prot^ine, k deux niveaux d'esqairession et de fonctionnalit^ 
diff^rents, soit pour attaquer deux prot^ines diff^renteS/ 
dans un but de recherche de la plus grande efficacit^ du 
pr.oc6d6. 

10 ; . 

Cette approche double peut faire appel A I'utilisatioa 
simultan^e de deux molecules diff6rentes, I'une sens et 
1' autre anti&ens, ou bien A une seule mo^^cule 
oligonucl&otidique fermSe conune celle d^crite dans la figure 
15 IC. 

Un autre exeiaple de 1' utilisation d' oligonucleotides fermSs 
est la comp6tition intra-cellulalre avec des facteurs 
d' affinity pour certaines sequences d'ARN bicattoaire. C'est 

20 le cas pour certaines prot^ines de regulation interagissant 
avec les ARN iaessagers# en particulier avec les ARN 
.messagers viraux. On peut citer par exexnple le cas du 
produit du g^ne tat de HIV qui se fixe sur une region 
bicatenaire le I'extr6mit6 5' de I'ARN inessager viral. Pour 

25 etre utilises come agents interagissant avec tat, dans le 
cas de cet exeniple, les oligonucleotides fenaSs -circulaires 
par exen^le- conprendraient une partie bicat^naire en s^rie 
ribo-, le reste de 1' oligonucleotide etant compose de 
nucleotides soit en serie ribo- soit en serie desoxyribo-- 

30 De fa<;on generale, les oligonucleotides fermes faisant 
I'objet de 1' invention pourront etre utilises comme 
molecules stabilisees pour le piegeage de facteurs 
proteiques presentant une affinite pour les acides 
nucieiques, ADN ou ARK, monocatenaire ou bicatenaire, en 

35 mimauit ^ la fois la structure prima ire (sequence) des sites 
d' affinite et les structures secondaires eventuelles 
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0 (structures en jingle k cheveux, structures cruciformes par 
exenple) • 

De teis oligonucleotides ferm^Sr avantageusement 
circulaires/ conportant une sequence nucl6otidique reconnue 
par des facteurs prot^iques pourront ^alement porter des 
5 groupements r^actifs capables d'effectuer des pontages, 
spontan^s ou photo-activables, avec les prot^ines 
inteiragissant avec ei2x« 

On aspect de 1' invention, comme d^crit de fapoa detail 16e au 
10 paragraphe precedent, est done de fournir de nouveauz 
oligonucleotides naturels stables capables d'etre 
internalises dans les cellules et d'interagir ensuite avec 
des facteurs celluladres ou viraux pr^sentant une al^inite 
pour des sequences sp^cifiques d'acides nucieiques. 

15 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires associes deux k deux grSce aux contpiementarites 
de leurs sequences, pour former une structure circulaire 
bicatenaire cospiete ou partielle (pouvant presenter des 

20 non*appariesients, autrement dit des '^mismatches''), et 
resistante aux exonucieases. Ces oligonucleotides 
bicatenaires circulaires pourront §tre compose de 
nucleotides naturels, rares, artificiels, ou modifies, ea 
s^rie desoxyribo- ou en serie ribo-« Ces oligonucleotides 

25 circulaires bicatensdxes pourraient etres courses d'ADN de 
forme I ou d'ADN de forme V, c' est*-&-dire con^rtant des 
structures composites de type B et Z. L'ADN de forme I est 
de I'AOH circulaire super-enrouie, dont les deux brins 
presentent un entrelacement. L'ADN de forme V est un ADN 

30 dont les brins compiementaires ne sont pas entrelaces, 
c' est-A-dire un ADN forme de deux brins con^iementaires, 
cote-i-cote. L'ADN bicatenaire peut adopter des 
conformations differentes. A, B ou Z. La forme la plus 
naturelle et la plus courante de I'ADN est une heiice droite 
35 de type B, alors que la forme Z, moins frequente, est une 
heiice gauche, plus allongee que la forme B. One structure 
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0 circulaire telle que celle d§crite ci-dessus/ contort ant 
deux brins complSmentaires non entrelac^s con^rtera k la 
fols de5 h&lices gauches et des helices droltes. On tel 
oligonucleotide circulaire bicattoaire pourra Stre ixtilis6 
comme agent de type sens, pour interagir avec des prot^ines 
5 pr^sentant de 1' affinity pour une sequence particuli&re qui 
sera pr^sente sur 1' oligonucleotide consider^. Un tel 
oligonucleotide bicatSnaire circulaire, en s&rie ribo en 
particulier, pourra egalement §tre utilise comme 
inmunostimulant de fa^on generale, et plus particulierement 

10 comme agent d' Induction d' interferons • A noter que cette 
fonction d' immunostimulation potentielle que presente 
certains ARNs pourra egalement etre exploitee en utilisant 
des oligonucleotides circulaires monocatenaires pres'mtant 
des structures bicatenaires auto-appariees grace k des 

15 compiementarites internes de sequence et en tiranH parti de 
I'avantage que confere la resistance aux exonucieases d'une 
structure circulaire* 

III. PRfiPABftXIOH UES OLZOQiniCLfiOnilBS ESOtfS 

20 

Les oligonucleotides femes qui font I'objet de I'lnvestion 
peuvent §tre obtenus par voie chimique^ biologique, ou par 
des approches faisant appel ^ des combinaisons des 
techniques de la chimie de synthese et de la biologie 
25 moieculaire. 

Les oligonucleotides fermes peuvent done etre prepares, soit 
k partir d' oligonucleotides lineaires, referm6s ensuite par 
des technicjues chimiques ou biologizes, soit directement en 
30 tant qu' oligonucleotides par voie chimique, utilisant des 
reaction aboutissant ^ la cyclisation de la moiecule« Ces 
deux approches sont consider6es successivement ci-dessous. 

1-Pb£PARATX01I D'OLIGONnCLtOTIDES CIRCOIAIB£S X PARTZR O' OLXGC»niCL£0TI0£S 
35 LXH&AIBES PAR I£S TECBHIOOBS D£ LIGaiXON 
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0 Diverses xn^thodes de synthase chimiqpae d' oligonucleotides 
natiurels ont d&velopp6es et sont bien connu des 

sp6cialistes travaillant dans les regies de I'art. Par 
exei^ple, une m6tliode consiste 4 utiliser un st^port solide 
dit CP6 (controlled pore glass) sur lequel le premier 
5 nucleoside est f 1x6 covalemment par un bras de couplage, par 
I'inte23n§diai2:e de son eztrdmite 3'OH. extremity 5' OH du 
nucleoside est protege par un groupe di-p*methoxytrityl 
acido-labile. Cette approcher utilisant la chimie des 
phosphites triestersr et dans laquelle des desoxynucl6osides 
10 3'phosphorafflidites sont utilises comme synthons est appelee 
la methode des phosphoramidites (Caruthers, 1985) . Cette 
approche est la plus utilisee actuellement et pr^sente 
I'avantage d'etre entierement automatique* La synthes^ d'un 
olig<mucieotide 4 partir d'une premiere unite fixee sur CPG 
15 commence par une etape de deprotection au cours de laquelle 
le groupe trityl est eiimine, puis \me unite nucieosidique ^ 
activee sur son groupe 5' est additionnee, les produits non- 
react if s sont bloques, puis un nouveau cycle de 
deprotection/activation/cbuplage recommence . Typiqueraent , 
20 1' addition d'un deoxynucieotide s'effectue selon les quatres 
etapes suivantes i) deprotection et elimination d'un groupe 
protecteur dimethoxytrityl par I'acide , ii) condensation du 
produit resultant avec un desoxynucieoside 3'- 
phosphoramidite, donnant un desoxydinucieoside phosphite . 
25 triester, iii) acylation, c'est-4-dire blocage des 
groupements 5'--hydroxyl n'ayant pas r6agit et iv) oxydation 
du phosphite triester en phosphate triester. La repetition 
de tels cycles conduit k la synthese d' oligonucleotides 
pouvant atteindre plus de 200 unites. 
30 Poiir citer un second exemple, une autre approche utilisee 
pour la synthese d' oligonucleotides est celle de la chimie 
des phosphonates (Froehler et al, 1986} . Cette approche 
commence pax la condensation d'un desoxynucieoside 3'-H- 
phosphonate avec un deoxynucieoside couple i un support de 
35 verre de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent i la synthese d' oligonucleotides H-phosphonates . 
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0 Ces oligonucleotides sont oxyd^s en une ^tape pour donner 
les phosphodiesters« 

En utilisant I'une ou 1' autre de ces techniques, ou tout 
autre procedure s^cjuentielle permettant la synthase chimique 
5 de chalnes polynucl6otldiq[ues de sequence d6termin6e d 
I'avance, on obtient des oligonucleotides lin^aires qu'il 
est possible de clrculariser par voie biologique, en 
utilisauit des enzymes de ligation. Pour pouvoir utiliser des 
ligases pour refenner les oligonucleotides sur eux-memes, 
10 les oligonucleotides doivent comporter un groupement 
terminal que la pho^horylation du 5' termdLnal ait ete 

effectue par voie chimique, ou bien par voie biologique en 
utilisant une kinase (preterentlellement la polynucleotide 
icinase) et de I'ATP ou tout autre donneiu: de phosphate. 

15 

Differentes procedures convenant pour effectuer 
avantageusement la circularisation d' oligonucleotides 
lineaires sont decrites ci-dessous 

20 1-1-Un oligonucleotide lineaire peut etre circularise en 
etablissant une structure partiellement bicatenaire appariee 
pour permettre le fonctionnement d'une ligase, comme la T4 
ligase, au moyen d'un second oligonucleotide plus court que 
le precedent, et de sequence compiementaires aux deux 

25 extremites du premier oligonucleotide. Dans ce cas, illustre 
figure 6, le second petit oligonucleotide fait office 
d'adaptateur et permet la mise bout k bout des deux 
nucleotides terminaux de 1' oligonucleotide k clrculariser. 
L' action de la T4 ligase, ou de tout autre enzyme de 

30 ligation capable d'exercer son action sur I'ADN permet alors 
la circularisation en formant une liaison phosphodiester 
entre ces deux nucleotides. Cette ligation peut se faire en 

* 

solution, les deux oligonucleotides etant melanges dans un 
milieu permettant 1' hybridation et la ligation dans des 
35 conditions de concentration et de temperature convenable 
pour favoriser la circularisation intra-catenaire et 
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0 ddfavoriser les ligation iiiter-oIigonucl6oticiiques pouvant 
diminuer le rendement de la reaction de circularisation 
proprement dite* 

l-2~Dne variante du proc^dd d6crit au (1) consist e a 
5 effectuer la circularisation de 1' oligonucleotide tou jours 
grice & un adaptateur^ mais en utilisant un oligonucleotide 
fixe sur un support pouvant dtre par exemple de la 
nitrocellulose ou un derive, une membrane de nylon, un 
si^aport de verre, une structure polysaccharidique, . ou tout 
10 autre support permettant de fixer de fa^on covalente ou non 
covalente un fragment d'acide nucieique et permettant 
ulterieurement 1' hybridation entre ce fragment et an 
oligonucleotide et costpatible avec Inaction d'une llgase. 
Cette procedure consiste done ^ fixer 1' oligonucleotide 
IS adaptateur sur un support, soit au moyen d'une liaison 
covalente, soit par des liens non-covalents. On utilisera de 
maniere avantageuse les liaisons covalentes permettant 
d' effectuer un grand nombre de cycles d'bybridation/ligation 
avec 1' oligonucleotide ^ circulariser* oligonucleotide 
20 adaptateur pourra §tre fixe A son stq)port soit au niveau 
d''un nucleotide terminal, directement ou au moyen d'un agent 
de couplage, soit par un nucleotide situe en position 
interne et port ant un groupement reactif. Le schema de 
principe d'une telle methode est illustre figure 6. 
25 L'interet de fixer 1' oligonucleotide adaptateur est double: 
d'une part, cette fixation effectuee dans des conditions 
physiques contrdiees (nombre de molecules fixees par unice 
de surface) permet de reduire 1' incidence de la formation de 
concatemeres lors de la reaction d' hybridation, ^ la suite 
30 de liaison inter-oligpnucieotidiques et, d' autre part, elle 
facilite la realisation de reacteurs de ligation utilisant 
un grand nombre de fois les oligonucleotides adaptateurs 
pour de multiples cycles de circulaurisation. 

35 1-3-Les oligonucleotides pourront etre circularises en 
tirant parti de structures secondaires deiiberemenc 
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0 introduites en pr&voyant des sequences capables de se 
replier sur elles-mgmes. en formant des structures 
bicat^naires partielles. Par exesiple, la figure 6 illustre 
le cas d'un oligonucleotide "^en halt^re'', conpartant une 
partie lin^aire formant une boucle et con^ortant la sequence 
5 de type ahtisens, une region bicat^naire longue de d paires 
^ de bases, et une s&quence de fermeture conqpos^e de T^. Cette 
structure est capable d'effectuer des auto-appariements 
donnant ainsi ume molecule susceptible d'etre utilis^e conune 
substrat par un enzyme de ligation comme la T4 ligase;- Dans 
10 ce cas, le rendement de la ligation depend entre autres de 
la stability de I'appariement au niveau de la structure 
bicattoaire. Plusieurs sequences d' appariement ont fait 
I'objet d' etudes comparatives et l^une des s^qi^ences 
pezmettant un rendement de circularisation avantageux (de 
15 I'ordre de 75%) est indiqu^e dans la figure 6. Bien que 
n'in^orte lesquels des nucleotides puissent etres utilises 
pour r^aliser une boucle de fermeture de longueur variable, 
on titilisera pref6rentiellement de 4 4 8 r^sidus, et . 
principalement soit A soit T. 
20 La region bicat^naire d' appariement pourra comporter soit 
une sequence utiilisee seulement pour la formation de la 
structure en ^haltere'', soit une sequence correspondant en 
partie A la region cible et potentiellement deplapable par 
line hybridation inter-moieculaire . 
25 Les conditions exp6rimentales permettant la circularisation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donnee en 
figure 6 sont indiquees precis6fnent plus loin dans la partie 
experimentale (voir ^Proprietes et Avantages des 
Oligonucleotides Fermes) • Dans le cas de cette sequence, le 
3D rendement de circularisation est de I'ordre de 75%. 

Cette technique a ete utilisee pour preparer les 
oligonucleotides circulaires dont il est question dans la 
partie experiment ale 

35 1-4-Ijes oligonucleotides circulaires pourront egalement etre 
formes par \me structure bicatenaires refermee sur elle-meme 
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0 k chaque extr^mit^ par nne courte boude de nucleotides de 
joncLion. Ces oligonucleotides pourront 6tre utilises pour 
des approches de type ^sens^ telles celles ddcrites plus 
haut« Ua exemple typique d'nn oligonucleotide sens est 
illustr6 figure 6* Cet oligonucleotide conporte une sequence 
5 appariee de 24 nucleotides et deux boucles de jonction 
formees par T^^ Dans I'eKemple donne ici, cet 
oligonucleotide circulaire comporte une structure 
bicatenaire correspondant k la sequence de reconnaissance du 
facteur de transcription hepatocytaire flMF-1. On tel 
10 oligonucleotide peut etre circularise siniplement en tirant 
p>artie de la structure secondalre bicatenaire formee par les 
sequence conpiementaires. Le point de fermeture (c'est-^- 
dEiire les extremites) de 1*^ oligonucleotide seront choistes de 
faQon a permettre la meilleure efficacite de clrcularlsation 
15 par repliement intra-moieculaire. Ce point pourra etre 
centre ou plus ou xnoins distal par rapport A la mediane de 
la structure secondalre centrale. II convient egalement de 
noter que de tela oligonucleotides peuvent §tre synthetise k 
partir non pas d'une reaction intra-moieculaire, mais par 
20 une reaction intermoieculaire, en utilisant deux 
oligonucleotides lineaires replies sur eux-memes, presentant 
une structiure bicatenaire partielle et generant des bouts 
cohesif, pouvant s'apparier entre-eux (voir le schema en 
figure 6} * 

25 

1-5-Pourra etre utilisee pour cycllser des oligonucleotides 
devant comporter une region centrale bicatenaire une 
technique consist ant A preparer deux oligonucleotides 
cos^iementairesr I'un long et 1' autre court , le second 

30 hybridant dans la partle centrale du premier « Par 1' action 
de la ligase de T4, 11 est possible de joindre les deux 
extremites du long oligonucleotides aux extremites de 
1' oligonucleotide apparie, m§me si il n'y a pas d' homologies 
de sequence permettant la formation d'un auto-appariement au 

35 niveau des sequences distales 3' et 5' . Un tel mecanisme 
aboutit k la formation d'tine structure oligonucieotidique 
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0 circulaire ferm^e comportant une partie bicatenaire 
centrale. 

1-6-Pour la preparation d' oligonucleotides circulaires en 
s^rie ribo* (oligoribonucieotides) k partir 
5 d' oligoribonucieotides lin6aires, les techniques utilisables 
sent de m§me ordre que celles dScrites ci-dessus. Cependant 
11 est 6galement possible d'utiliser un enzyme, la RNA 
ligase de T4 qui est capable d'effectuer spontanement des 
circularisation d' oligonucleotides en s^rie ribo- ou 

10 desoxyribo-* Get enzyme permet, en presence d'ATP, de clore 
des oligonucleotides lineaires et de les convertir en 
oligonucleotides circulaires. II est done possible, sans 
matrice particuliere, et en 1' absence de tout 
oligonucleotide adaptateur de circulariser ainsi des 

15 oligoribonucieotides • Ce meme enzyme permet egalement de 
circulariser des oligodesoacyribonucieotides, mais avec une 
efficacite beaucoup moins eievee que lorsqu'il s'agit 
d^oligoribonucieotides. La R2iA T4 ligase sera employee 
avantageusement pour circulariser des oligonucleotides 

20 antisens conqportant une activite ribozymique, ou bien pour 
circulariser des ABN ^sens**, comme par exenqple les sequences 
d' interaction avec des ttransactivateurs de type tat de HIV. 

* 

I-7-Les procedures decrites ci-dessus font toutes intervenir 
25 des enzymes de ligation pour former des liaisons 
phosphodiesters et clore les molecules lineaires. Pourront 
etre utilisees pour circulariser des oligonucleotides dans 
le but de les rendre resistant k Inaction des nucleases, 
dans 1' esprit de 1' invention decrite ici, tout enzyme 
30 permettant la formation d'une liaison phosphodiester entre 
deux residus nucieotidiques, qu'il s'agisse de DH2^ ligases 
ou de RNA ligases. En particulier, pourront §tre utilisees 
avantageusement des enzymes thermostables, provenant 
d'orgamismes thermoresistants, permettant d'effectuer des 
35 cycles successifs de ligation/denaturation/hybridation. 
Pourront etre utilisees pour preparer les molecules 
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0 circulaires faisant I'objet de I'iaventlon, solt des enzymes 
de ligation en solution, solt des enzymes fix^es sur un 
support dans le but d'augoenter le rendement de la reaction 
et/ou d'en diminuer le cotxt. 

Pourront §galement §tre utilis^es pour preparer les 
5 molecules circulaires faisant I'c^jet de 1' invention tout 
r^actif chimique parmettant une ligation chimique. Par 
exemple, et de facon non limitative, pourraient §tre 
utilises des r^actifs tels que le carbodilmide ou le bromure 
de cyanogtoe. 

10 

2 AmtES VOTES cBnaQOE is psfiPARUzoH VBS auGoma£mvEs cnumAZRcs 

EX/OO FERU^ 

La preparation d.' oligonucleotides ferm^s dans un but 
15 d^ application pbarmacologiques, que ce soit pour des 
experimentations sur 1' animal ou pour la preparation de 
composes pbarmaceutiques utilisera avantageusement des 
methodes chimiques permettant la preparation des quantites 
importantes requises. 
20 Plusieurs voles pourront etres utilisees, en particulier on 
pourra soit synthetiser des oligonucleotides lineaires par 
les voles usuelles que I'on fermera ensuite par ligation 
chimique ou par une liaison faisant intervenir des 
nucleotides terminaux, soit synthetiser des oligonucleotides 
25 pouvant fairs I'objet d'une cyclisation dlrectement en 
demiere etape de la synthese chimique. 

30 Plusieurs procedures de preparation d' oligonucleotides 
cycliques ont ete dfecrites (Barbato et al, 1989, de Vroom et 
al., 1988} . Ces approches, en phase liquide ou sur support, 
permettent d'obtenir de courts oligonucleotides cycliques. 
Par exexnple, on peut utiliser une technique consistant a 

35 fixer un premier residu nucieotidique par I'intermediaire du 
groupe amine exocyclique. A partir d'un tel support. 
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0 1' assemblage de 1' oligonucleotide peut s'effectuer A partir 
des deux extr6mit6s 3' et 5' qui sont prot^g^s et 
disponibles. La cyclisation est ef feature/ un fois la 
synthase achev<6e, en utilisant par exenqple du . MSNT, apr^s 
« d^locage des groupements protecteurs des deux extr6ialt6s. 

5 

Pourront Stre utilis^es pour syntb6tiser des 
oligonucleotides cycliques dans le but de fabriquer des 
molecules antisens ou sens resist antes aux exonucl^ases^ 
tout proc^de de synthase permettant 1' elongation d'une 

10 chalne polynucieotidique i partir des deux extremites 3' et 
5' , et la reunion de ces deux extremitfes aprds achevement de 
1' elongation de la sequence choisie. Pourront 3tre utilises 
tout procedes permettant la reunion chimique dt,' deux 
oligonucleotides lineaires synthetises independamment et 

15 reassocies ensuite pour former une structure femee au moyen 
d'une reaction chimique specif ique des extremites. 

■ 

2-2-FpnnPfurP Pt gyrlisation d^nUffonuglfeottd^^R lin<^airpg 

20 Divers precedes pourront etre utilises pour fermer des 
oligonucleotides lineaires afin de former des structures 
closes faisant I'objet de 1' invention. Dans ces structures, 
I'un, I'autre^ ou les deux nucleotides terminaux seront 
engagees dans une liaison de couplage. En dehors des 

25 structures strictement circulaires decrites plus haut, et 
que I'on pourra obtenir soit par ligation soit par tout 
autre reaction chimique, diverses d'autres structures 
fermees dej& evoquees pourront etres obtenues par couplage 
chimique. 

30 C'est le cas en particulier des structures en lasso ou I'un 
• des nucleotides terminaux -avantageusement le nucleotide 3' 

terminal- est couple ^ I'un des nucleotides de la partie 5' 
de 1' oligonucleotide. De telles structures pourront etre 
obtenues en utilisant des nucleotides modifies capables 
35 d'etablir des pontages avec d'autres parties de la molecule. 
C'est le cas egalement des structures en ballon, dans 
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0 lesquelles un pontage a ^t^ ^tablit: par tout agent entre 
deux ou plus de deuz nucleotides situ^ dans les regions 
termlnales de 1' oligonucleotide, ces region etant apparl^s 
un petit nombre de nucleotides, preferentiellement sur 4 d 
10 nucleotides. 

5 C'est le cas egalement des oligonucleotides qui seront 
fermes par 1' inten&ediaire de tout groupement, toute 
molecule ou macromoiecule permettant un couplage des 
nucleotides terminauK entre-eux, ou entre un nucleotide 
terminal et un nucleotide interne, et pouvant accroltre 

10 I'efficacite du compose en terme de son action intra- 
cellulaire antisens ou sens. A titre d'exesqple, on pourra 
utiliser pour cycliser les oligonucleotide des polypeptides 
longs par exen^le de 5 k 100 acides amines, I'enchal^ement 
polypeptidique devant avoir une masse suffisante pour etre 

15 reconnu par des recepteurs cellulaires et permettre une 
meilleure intemalisation ou un meilleur adressage. 

IV. EXEHPZES D'APPLICKTIOtf 

■ 

20 Les oligonucleotides fermes, en particulier circulaires, 
faisant I'objet de 1' invention decrite ici potirront etres 
utilises dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer 
d'un oligonucleotide presentant une resistance accrue aux 
exonucieases par rapport ^ un oligonucleotide lineaiire. 

25 

Les oligonucleotides fermes, pourront en particulier etre 
utilises comma agents antisens ou sens pour agir de facon 
specifique sur la transcription ou la traduction de 
proteine(s) dont on desire moduler le niveau d' expression 
30 dans un but de recherche ou de therapeutique. 

Les quelques applications possibles qui sont donnes ci- 
dessous ne sont que des exeniples non-^exhaustifs et en aucun 
cas limitatifs de situations dans lesquelles une aj^roche de 
35 type antisens, ou sens, pourcait etre envisageable, et oi^ 
I'utilisation d' oligonucleotides naturals resistants aux 
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0 exonucl6ases et pr6sentant une toxicity des plus r^duites 
offrirait iin avantage. 

Plus particuli^rement, les coopos^ selon 1' invention sont 
utilisables ci titre d' agent th^rapeutique, notamment ccnmiie 
5 agent anti-viral ou anti-canc6reux, en partlculier dans des 
conqposltions phazmaceutiques pour usage topique exteme, ou 
pour usage syst^mique* 

Mais ils peuvent 6galement ^tre des inducteurs d'immuno- 
10 modulateurs naturels tels qptie 1' interferon. II est possible 
^galement de les utiliser en diagnostic in vitro ou in viva 

Oe fapon gto^rale, les oligonucleotides fem^s, natuz^ls et 
circulaires en particullers, trouveront des terrains 

15 d' applications particulierement adapt^s dans le domaine de 
la dezmatologie en raison de 1' accessibility des cibles ^ 
' traiter, et de la toxicity xaineure ou inexistante de ces 
con^os^s. Toutes les affections dermatologiques/ pouvant 
relever d^xm iQ6canisme de dysfonctionnement g^n^tique pour 

20 lesquelles on pourra identifier un facteur etiologique^ en 
connaitre la sequence du g^ne, et/ou de I'ARN messager 
permettra d'envisager potentiellement une approche anti- 
sensr -ou m€ime une approche *sens* dans certains cas 
f avorables- . 

25 L' utilisation d' oligonucleotides naturels, done pr^sentant 
la toxicite la plus r^duite/ permet d'envisager la 
possibilite de ce genre d' approche pour des affections 
graves ou mineures, et meme eventuellement pour des 
utilisations de type cosmetologiques/ c' est-i-dire sur peau 

30 saine, et dans un domaine d' application ou les toxicit^s des 
produits doivent etres les plus basses possibles. 

A cote des cibles virales definies plus loin, de noxnbreuses 
maladies dermatologiques pourraient etres traitees par des 
35 oligonucleotides naturels circulaires ou fermes resistants 
aux exonucieases . Parmi les cibles potentielles de telles 



NUC 37496 



wo 92/19732 PCr/FK92/00370 

32 

0 approches^ on peut noter les maladies inflaxnmatolres telles 
que les dermatites atopiques ou le lupus dryth^mateux/ les 
maladies de la k^ratinisation comme I'ichtyose et le 
psoriasis, et les maladies tumorales comme le mi§lanome ou le 
lyinphoffle 7 cutan6« Ainsi par exenple, des oligonucleotides 
5 antisens circulaires appliques A la dezmatologie pourraient 
§tre dirig4s contre des ARN messagers de m^diateurs de 
1' inflammation comae des inter leucines, contre des RNA 
messagers de prot^ines impliqu^es dans les troubles de la 
proliferation des cellules epldermiquesr ou bien contre des 
10 ARH messagers codant pour des prot^ines impliqu^s 
eventuellement dans le vieillissement cutanS ph&iotypiquer 
comme par exemple la collag^nase/ 1' diastase, les 
transglutaminases • 

15 Oe fapon plus g^n^raler les oligonucleotides ferm^s, 
naturels et circulaires principalement, pourraient par 
exezople etre utilises comme agents antiviraux/ antisens, ou 
sens, que ce soit pour des indications topiques 
(dermatologiques) ou pour des indications syst&aiques. Far 

20 exemple, de tels oligonucleotides pourraient etres utilises 
comme agents anti-herpetiques (HSV 1 et HSV 2, CMV, EBV) , 
comme agents anti-papillomavirus (HFV cutanes, genitaux, 
larynges ou autres) , comme agents anti-hepatites (HBV, HCV, 
HDV), comme agents anti-HIV (HIV-1 et HIV-2), comme agent 
25 anti-HTIiV (HTLV-1 ou HTLV-2), etc.. 

Ces oligonucleotides circulaires, pourraient egalement etre 
utilises comme agents de repression de 1' expression de 
certaines proteines cellulaires directement responsables ou 
Impliquees dans I'etiologie de maladies de la proliferation 
30 et de la differenciation cellulaire. Par exemple, ces 
oligonucleotides circulaires pourraient etre diriges contre 
1' expression d' oncogenes cellulaires hyper-exprimes ou 
e3q>rimes de fapon incontrdies dans des types cellulaires 
tumoraux (RAS, £R5, NEU, SIS, MYC, MYB,etc...). 
35 En particulier, ces oligonucleotides circulaires naturels 
resistants aux exonucieases seriques pourraient etres 
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0 utilises comme agent antisens dirlg^s contre des ARN 
messagers d'oncogtoes exprlm^s dans des cellules leucSndques 
et in^liqu^s dans leur proliferation, ou bien coinme agents 
"^sens^ dirig^s contre des prot6ines 4 affinity pour 
certaines sequences de I'ADH et exprim^es ^ des niveaux 

5 pathologiques dans certaines de ces maladies prolif 6ratives . 
Dans le cadre du traitement de certaines leuc&nies, pour des 
greffes de moelle, les oligonucleotides ferm6s, circulaires, 
pourront ^tres utilises dans le cadre d' applications ^ex 
vivo*. 

10 

Pour ces noinbreuses indications, des fonmilations gal^niques 
ad^quates pourront €tres stabiles afin d'optimiser la 
d^llvrance de ces molecules & leurs cellules cibles. \insi, 
par exemple, des oligonucleotides ferm^s, circulaires en 

15 particulier, pourront §tres encapsul^s dans des liposomes, 
des nano-particules, des particules LDL, ou dans tout autre 
type de micro*sph^re permettant une conservation adequate, 
et favorisant le ciblage* Les molecules oligonucl^otidiques 
ferm^es, circulaires par exesple, pourraient 6galement §tre 

20 associ^es k des agents surfactants cationiques. II est bien 
evident que ces quelques exemples ne sont ni exhaustifs ni 
limitatifs. . 

Les oligonucleotides fermes, circulaires en particulier, 
25 falsant I'objet de 1' invention decrite ici, sont done 
susceptibles d'§tres inclus dans toutes sortes de 
preparations pharmaceutiques, k des concentrations variables 
selon les indications. 

En particulier, les applications dermatologiques evoquees 
30 plus haut exigeront la preparation de cremes, solutions, 
emulsions, lotions, gels, sprays, poudres, aerosols, etc., 
prepares en associant 1' oligonucleotide circulaire -ou 
ferme- de sequence choisie, avec les composants 
pharmaceutiques usuels entrants dans la composition de ces 
35 produits. Par exemple, pour des preparations destinees k des 
applications topiques en dermatologie, les oligonucleotides 
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0 circulaires, ou ferm&s, pourront ^tre associ&s it toutes 
sortes d' agents de pr^ervationr comme I'hydroxybenzoate de 
m^thyle ou de propyle, le chlorure de benzalkonium par 
exemple, et k d'autres agents de stabilisation, 
d'6mulsi£ication, de dispersion, de suspension, de 

5 solubilisation, de coloration, d'Spaisslssement, de 
fragrances, etc... 

On doit noter que certaines de ces compositions, en 
particulier les compositions destinies k des applications 
topiques pour des indications en dermatologie, pourront 

10 associer k la fois des oligonucleotides circulaires^ -ou 
ferm&S" avec d'autres principes actifs comme par exeniple des 
agents bact^riostatiques, ou antiseptiques, ou 
antimicrobiens, ou antlbiotiques, ou analgdsiqucs, ou 
antipruritiques, etc... 

15 Tous ces exenples ne sont donnas que pour illustrer le 
propos et ne sont ni exhaustifs ni limitatifs. 

V. FROPRIETES ET NmSTAGES DES OLIGONOCLEOTIDES FBBMES 

20 Les exemples exp^rimentaux sont donnds ci-dessous pour 
illustrer les avantages d'un oligonucleotide ferm^ sur un 
oligonucleotide ^ouverf , lineaire, de mgnie sequence. Ces 
exemples sont tires d' experiences realisees avec des 
oligonucleotides circularises selon le procede indique dans 

25 la partie "^obtention des oligonucleotides fermes'', 
paragraphe 1-3. Les oligonucleotides fermes dont il est 
question ici sont done des oligonucleotides circulaires, 
cos^soses de nucleotides naturals, relies entre eux par des 
liaisons phosphodiester non modifiees. 

30 

La description et les exemples font reference aux figures 
ci-annexees sur lesquelles portent les legendes suivantes : 

Figure 1: 

35 

A-Exenples de structures d' oligonucleotides antisens fermes. 
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» 

0 B-£xenqples de structures d' oligonucleotides sens ferm^s. 

C-MolScuIe mixte pouvant exercer un effet sens et antisens. 

0-Structure des bases cojqposant les oligonucleotides et 
5 structure de la liaisan phosphodiester reliant les 
nucleotides naturels entre eux. 

Figure 2: 

10 A-Representation schematique de certaines des modifications 
pouvant §tre utills^es pour accroltre la stability de la 
liaison phosphodiester et en particulier sa resistance aux 
endonucieases . 

15 B-Representation de quelcjues agents react if s de type 
intercalants pouvant etres couples aux oligonucleotides 
antisens • 

Figure 3; 

20 

Exemple d'un ribozyne circulaire comportant le site 
catalytique dlt '^en T** et une boucle d'AWJ pouvant etre 
compiementaire it une sequence cible. 

25 Figure 4: 

A-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
con^ose de nucleotides naturels relies entre-eux par des 
liaisons phosphodiesters non modlfiees. 

30 

B-Representation schematique d'un nucleotide ferme en lasso 
avec extremite 5' llbre et extremlte 3' bloquee dans le 
pontage Intra-catenaire • 

35 
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0 C-R^r6sentation schema tique d'un oligonucleotide fenn6 en 
ballon, avec une liaison iiitra-catfe n ai r e ^tablie entire les 
pdnulti^es nucleotides terminauz 5' et 3' . Ce type de 
structure peut comporter une ou plusieurs liaisons 
intercat^naires entre I'une quelconque des paires de 

5 nucleotides apparies fozmant la queue du ballon. 

D-Bepresentation schematigme d'un oligonucleotide ferme par 
un peptide (oligopeptide) • 

10 E-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
coiaportant une extension peptidique laterale* 

Figure 5: 

15 A-Bepresentation schematique d'un oligonucleotide ferme, 
circulaire, cos^rtant une region bicatenaire auto-appariee 
pax±ielle. 

B-Representation schematique d'un oligonucleotide ferme, 
20 circulaire, compose d'xme longue sequence bicatenaire auto- 
appariee (sequence de reconnaissance d'un facteur de 
transcription par exemple) et de deux boucles de jonction 
poly (T) • 

25 Figure 6- 

A-Circularisation d'un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement compiementaire comme guide 
et la ligase de T4* 

30 

B-Circul£u:isation d'^un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement ccxnpiementaire comme guide 
fixe sur un support et la ligase de T4. 

35 C-Circularisation d'un oligonucleotide con5>ortant une region 
d' auto-appariement au moyen de la ligase de T4. 
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0 

D-Exemple de reaction blsiol6culaire entre deux 
oligonucleotides auto-appari6s et pr^sentant des bouts 
coh6si£s, pexmettant de gto^rer un oligonucleotide portant 
una ICHigue region bicatdnaire et deux boudes d' adaptation* 

5 

Figure 7: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur leqael on 
a fait migrer divers oligonucleotides (circulaires et 
10 lineaires) aprds traltement par diffdrex^ts enzymes 
. exonucieolytiques « 

La sequence de 1' oligonucleotide c7 est celle decrite dans 
la .Figure 6C; les oligonucleotides c6 et c8 sont coiiq;>cses de 
sequences differentes xnais pouvant adopter le zneme type de 
15 structure que c7^ c'est-^-dire une structure fennee avec 
partie bicatenaire centrale* 

Les conditions de ligation des oligonucleotides c6, c7 et c8 
sont celles decrites dans "^Proprietes et avantages des 
oligonucleotides fermes -l"*^. 1 (ig d' oligonucleotide 

20 radioactif provenant de la rea^ction de ligation (pistes 5 ^ 
8) ou 1 )ig d' oligonucleotide lineaire correspondant (pistes 
1^4) ont ete analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M 
uree sans traltement posterieur (pistes 4 et 5) ^ ou apres 
incubation avec la phosphatase alcaline (pistes 3 et 6y, 

25 avec 1' exonuciease VII (pistes 2 et 7) ou avec la 
phosphodiesterase I (pistes 1 et 8} dans les conditions 
decrites dans ""Proprietes et avantages des oligonucleotides 
ferm6s -2^. 

L indique la position de migration des oligonucleotides 
30 lineaires ; F indique la position de mig:ration des 
oligonucleotides fermes. 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou circulaires 
35 apres incubation en presence de serum. 

1 \ig de 1' oligonucleotide radioactif c7 ( dont la sequence 
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0 est donn^e en figure 6C) lin6aire (L) ou ferni^ (F), ont dt^ 
prepares et purifies comiae d^crlt dans ^Propri^t^s et 
avantages des oligonucleotides fenoSs*!''* ^rks incubation k 
37° C pendant les temps indiqu^s en presence de DMEM 
contenant 10% s6rum de veau foetal, les produits ont 6t6 

5 analyses sur gel de polyacrylamlde 15%/7M ur6e dans les 
conditions d^taill^es dans "^Propri^t^s et avantages des 
oligonucleotides fermfes-S*'. 

C-'Bepresentation graphique de la degradation (mesuree par 
10 analyse sur gel cofflme d^crit prec6demment) des 
oligonucleotides c7L (lineaires)* et c7F (circulaires) apres 
incubation dans 10% de serum de veau foetal, conme decrit 
precedemment, du temps t-0 au tenqos t-96 heures Pour 
obtenir une quantification, les fragments de gel 
15 correspondant aux localisation des bandes, observees par 
autoradiographie, ont ete decou^es et leur radioactivite 
mesuree par co2z$>tage dans un conpteur ^ scintillation. On 
exprime les resultats en pourcentage de degradation par 
rapport ^ la radioactivite du tenps t«0. 

20 

Figure 8: 

■ 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamlde non denaturant 
sur lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires 
25 ou circulaires apres hybridation avec des oligonucleotides 
comportant des sequences complement aires, en serie 
desoxyribo- ou ribo-*. 

300 ng de 1^ oligonucleotide radioactif c7 ferme (F) ou 160 
ng de 1' oligonucleotide c7 lineaire (L) ont ete incubes avec 

30 des quantites croissantes d'un oligonucleotide non 
coiq>iementaire (pistes a i g) ou d'un oligonucleotide 42-mer 
(12; pistes hen) con^iementaire de 21 nucleotides de la 
grande boucle de c7 (Figure 6C) . La quantite 
d' oligonucleotide f roid a joutee est de 0 (pistes a et h) , 30 

35 ng (b et 1), 60 ng (c et j) , 150 ng (d et k) , 300 ng (e et: 
1} , 750 ng (f et m) ou 1500 ng (g et n) . Apres hybridaclon 
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0 dans les conditions d^crites dans "^Propri^t^s et avantages 
des oligonucleotides fem6s-4-l^, les produits ont 6t6 
analyses sur gel non dSnaturant de polyacrylamide 20%. 
Les filches indiquent les positions des oligonucleotides c7 
feme (F), lineaire (L) et des hybrides c7L/12 et c7F/12. 

5 

6-Autoradiographle d^un gel de polyacrylamide d^naturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
circulaires hybrides ou non avec des oligoribonucieotides 
comportant une region compiementaire puis traites k la 
10 nuclease Sl« 

300 ng de 1' oligonucleotide c7 feme (F) ou liheaire (L), 
synthetises et purifies cosime decrit dans la Figure 8A, ou 
300 ng d'un oligonucleotide froid 42--mer (12) ot.t ete 
incubes avec 1 ng d'xm ABH long de 43 nucleotides transcrit 

15 in vitro et marque au *^^P h haute activite specifigue 
(**Proprietes et avantages des oligonucleotides fermes-4-2*') • 
L'ARN 43-mer comporte 27 bases compiementaires des 21 
nucleotides de la grande boude plus 6 nucleotides de la 
region auto-appariee de c7F (Figure 6C}; il. est aussi 

20 conpiementaire de 37 bases de 1' oligonucleotide 42-ffler 12. 
Apres hybridation, les produits sont analyses sur gel de 
polyacrylamide 20%/7M uree directement (piste 1) ou apres 
inciibation de 3 xainutes (piste 3) ou 30 minutes (piste 4) en 
presence de la nuclease Sl ou 30 minutes en absence de 

25 nuclease SI (piste 2) dans les conditions decrites dans 
"^Proprietes et avantages des oligonucleotides fermes-4'2''.La 
partie gauche de la figure {—) montre les resultats obtenus 
avec I'AKN 43-mer incube seul* 

Piste 5: ABN 43-mer n'ayant subi aucun traitement posterieur 
30 A la transcription. 

Les fieches indiquent les positions des oligonucleotides ARN 
43-mer, c7 ferme (F), c7 lineaire (L) ainsi que celles des 
ARN proteges (RNA 37, 27 et 21) • 

35 C-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
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0 circulaires hybrid^ ou noa avec des oligorlbonuclSotides 
con^ortant line r^ion congl6mentalre et que I'on a ensuite 
rrait&s 4 la BNase H. 

Les oligonucleotides testes (BNA 43, c7F , C7L et 12) , ainsi 
que les conditions d'hs^ridation, sont les mSmes que ceux 
5 dScrit dans la Figure 8B. Apr&s hybridation, les produits de 
la ruction ont §t& incubus en absence (-} ou presence (+> 
de la BNase H et ont 6t§ analyses sur gel de polyacrylamide 
20%/7M ur6e dans les conditions d^crites dans "^Propri^t^s et 
avantages des oligonucleotides fersi6s-*5^. Les fl&ches 
10 indiquent les positions de I'ARN 43'-iDer, c7 fermS (F) ou c7 
lin^aire (L) • 

Figure 9 : 

15 Analyse des effets d' oligonucleotides lin^aires ou 
circuledres sur la croissanoe cellulaire. 

Figure 10 : 

20 Etude des effets inhibiteurs d' oligonucleotides antisens 
lineaires ou circulaires sur la multiplication du visnis HSV- 
1. 

Figure 11 : 

25 

Gel de retard illustrant la fixation du facteur de 
transcription HKF-1 par des oligonucleotides de type sens, 
lineaires bicatenaires ou fermes circularisation* Les 
abbreviations utilisees dans cette legende se referent k la 
30 nomencl ature utillsee dans I'exestple 7« 

01 HNF'l LB sans extralt nucieaire 

02 fiMF-1 LB +lfig extrait nucieaire de f oie 

03 HNF-1 Cl sans extrait nucieaire 

35 04 HNF-1 Cl +lfig extrait nucieaire de foie 
05 HNF-1 Cl non ligue sans extrait nucieaire 
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0 06 



10 



09 



08 



07 



HNF-1 CI non ligu^ -^IV^ extrait nucl^aire de foie 

HNF-1 C2 sans extralt nucl6alre 

HNF-1 C2 +l}ig extralt nucl6alre de fole 

HNF-1 C2 non ligu6 sans extralt nucl^alre 

HNF-1 C2 non llgu^ ^Ifig extralt nucl^alre de fole 



5 11 HNF-1 C3 sans extralt nucl6alre 

12 HNF-1 C3 -*-l|t9 extralt nucl^aire de fole 

13 HNF^l C3 non llgu6 sans extralt nuclSalre 

14 HNF-1 C3 non llgu^ -t-llig extralt nucl6alre de fole 

lOHNF-lCl, C2, C3 represent ent 3 preparations dlff^rentes de 
1' oligonucleotide sens HBiF-1 

EKfimple 1 

nhl-<>nf4f>n rt^olignnugl^Qhides farmfeft CQTnpQrtan.1: nn^ r^aiaa^ 
15 f1^atitnappar4Ainpnt: an moygn de la ADN lipase de T4. 

Les conditions • exp^rlmentales permettant la 
fermeture/llgatlon efflcace des oligonucleotides dont les 
sequences sont donn^es dans la Figure 7A sont les sulvantes: 

20 11 (iM d' oligonucleotide llnealre marque en 5' avec du g ^^P 
ATP (150 Jig; actlvlte speciflque* 2-3 xlO ^ cpm/jig>, 50 mM 
Trls-HCl pH 7.8, 10 xnH MgCl2r 20 oiM DTT, 1 xnM BSA sur M ATP 
et lO.O&a unites de I'ADN llgase de T4 (2.000 u/^l; Niew 
England Bio labs) dans un volume total de 1 ml. Apres 

25 Incubation pendant 46 heures k 4^C., les melanges de 
reaction sont extralts au phenol/chlorof orme/alcool 
Isoamlllque, preclpltes k I'ethanol absolu, laves k 
I'ethanol 80% et seches. Les prodults de ligation sont 
ensulte separes de 1' oligonucleotide non llgue par 

30 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylamlde 20%/7 M 
uree. Les positions des oligonucleotides peuvent etre 
observees dlrectement par interference de fluorescence en 
Irradlant k 212 nm le gel place sur une plaque contenant un 
chromophore fluorescent aux ultraviolets, ou bien par 

35 autoradiographle. L' oligonucleotide monom6rlque ligue se 
caracterlse par une migration ralentie par rapport k son 
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0 homologue non llguS (Figure 7A et B) • Les bandes 
correspondantes A 1^ oligonucleotide monom6rique ferm6 et: k 
son homologue Ua^aire non llgu6 sont excises da gel, et 
I'^AOK est Isold par les techniques class! ques d' extraction 
de gels de po ly aery 1 amide. Dans le cas des seq[uences 

5 consld6r6es , le rendement de formation de l'oligoni2Cl6otide 
monomdrique ferm& est de. I'ordre de 65 d 75%. 
Altemativement, les prodolts de la reaction de ligation 
peavent ^tres suialysds sans purification prdalable, 
dlrectement ^r^s inactlvation de la ADN ligase en chauf fatnt 
10 le milieu de ligation pendant 2 minutes i 90^ C 

Exemple 2 

R6gjfif;»ngf^ fies^ oH gonnel^oMriea clrnulaires en s^rie 
d^gnyyrihn- any nurl^asAfi any p^asphaf ast^fi. 

15 

Nous avons comparS la resistance des oligonucleotides 
circulaires et lindaires k l** action de la phosphatase 
alcaline (phosphomonoesterase hydrolysant les phosphates 3' 
et.S'^ de I'AOM et de I'ARK), de I'exonuciease VIZ 

20 (exod6soxyribonuciease digdrant I'ADN monocatenaire depuis 
les deux extr^mites 3' et 5')/ et de la phosphodiesterase I 
(exonuciease digerant I'ADN.ou I'ABH A partir du 3' OK) 
Pour cette experience ^ les oligonucleotides 5' ^^P dont les 
sequences sont indicjuees dans la Figure 7A ont ete prepares 

25 comme decrit ci-dessus (paragraphe 1) • Apr&s ligation, les 
melanges reactionnels ont ete chauffes pendant 2 minutes k 
90"C afin d''inactiver I'ADN ligase. 

1 |ig d' oligonucleotide provenant de la reaction de ligation 
ou 1 \ig de 1' oligonucleotide lineaire homologue, non- 
30 circularise et utilise k titre de temoin, ont ete incubes k 

37^C dans un volume de 10 )il de 50 mH Tris BCl pH 7.5, 10 mM 
MgCl2/ 20 mM DTT en presence de 1 unite de phosphatase 
intestinale de veau (CIP) ou de 1 unite d' exonuciease VII de 
E,col± pendant 1 heure> ou de 5 x 10^^ unites de 
35 phosphodiesterase I de Czrotalus durissus pendant 10 minutes. 
J^res incubation, les produits de la reaction sont analyses 
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0 sur gel de polyacrylamide 15% dans des conditions 
dtoaturantes. Le r^stxltat du gel est pr6sent6 en Figure 7A* 
On observe sur I'autoradiogra^hie de ce gel que: 

*les oligonucleotides ferm^s circulaires sont 
r^sistants k la {^osphatase alors que les oligonucleotides 
5 lin^aires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides femes circulaires sont 
resistants k Inaction de I'exonuciease VII alors que les 
oligonucleotides lineaires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides fermes circulaires sont 
10 resistants k Inaction de la phosphodiesterase I alors que 
les oligonucleotides lineaires y sont sensibles* 

Cette experience montre que les oligonucleotides p2 -Spares 
coBune indique plus haut sont bien des molecules circulaires 
15 fermees de tagon covalente, et que ces molecules presentent 
une resistance totale aux enzymes exonucieolytiques* 

Exempli 3 

R^Rist:annP d^s ol igonugl^ol' i rt^« nirrntaires fermes aux 

Les oligonucleotides fermes circulaires presentent une 
resistance k la degradation nucieolytique superieure A celle 
des oligonucleotides- lineaires lorsqu'ils sont Incubes en 

25 presence de serxam. 

1 |ig d' oligonucleotide ferme et 1 fig d' oligonucleotide 
lineaire correspondant, prepares et purifies apres ligation 
comme decrit dans le paragraphe 1, sont inaibes e 37*^0 dans 
10 )il de milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal. 

30 La cinetique de la reaction est suivie jusqu'i 96 heures, et 
les preievements effectues en fonction du tenqps analysee sur 
gel de polyacrylamide 15% en conditions denaturantes . 
L' autoradiographie d'un gel d' analyse de la degradation sur 
24 heures est pr^sente en Figure 7B« 

35 La figure 7-C est la representation graphique d'une etude 
sur 96 heures de la degradation d'un oligonucleotide 
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0 lin^aire (c7L) en comparaison avec la degradation d'un 
oligonucleotide circulaire (c7F) dans les conditions 
decrites ci-dessus. Ce graphique jaet en Evidence les 
differences considerables de stabilites entre ces deux types 
d' oligonucleotides • 

5 Ces experiences pen&ettent de tirer les conclusions 
stiivantes: 

-les oligonucleotides lineaires sont rapidement 
degrades par les nucleases du serum. La degradation 
intervient d&s les premieres minutes de I'incubationr et est 

10 conpiete apres quelques heures; 

-le teinps de demie-vie d'un oligonucleotide lineaire 
normal, non modifie/ est tr^s- inferieur ^ 1 heure, cette 
duree pouvant varier 16gerement en plus ou en moins selon 
les serums- utilises; 

15 -la degradation des oligonucleotides lineaires est 
processive, et on observe 1' apparition de produits de 
degradation de longueur . decroissante, devenant de plus en 
plus courts en fonction du tenps, ce qui indique que la 
degradation est principalement le fait d' exbnucieases, et en 

20 particulier de 3' • exo; 

-en revanche, les oligonucleotides fermes sont 
resistant s e la nucieolyse par les enzymes seriques, et 
moins de 60% de conversion en produits de degretdation est 
observee m^me apres 96 heures (4 jours) d' incubation A 37^C. 
25 -le tezDps de demie^vie d'un oligonucleotide circulaire 
fexme dans le serum est tres svperieur k 24 heures. 

Ces resultats confirment que la degradation des 
oligonucleotides antisens dans le serum est principalement 
30 le fait d' exonucieeises et non pas d' endonucieases et mettent 
en evidence la resistance e la degradation des 
oligonucleotides fermes. 

Des oligonucleotides fermes naturels, ne portant pas de 
35 modifications chimiques particulieres, presentent une 
resistance aux nucleases seriques similaire A la resistance 
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0 d6crite pour des d6riv6s modifies. Cette e3cp6rience montre 
done que dans des condition standards d' incubation 
d' oligonucleotides en presence de s6rum, les 
oligonucleotides ferm§s qui font I'objet de ce brevet 
pr^sentent un avantage notable sur les oligonucleotides 

5 lineaires. 



ffy^t-4ri;*^inn rt^ oH ynmif^lAetrldes. f^rmAft ftn shrift desQXVribQ- 

10 

Pour presenter un effet antisens, les oligonucleotides 
antisens doivent pouvoir hybrider avec leur cible dans des 
conditions de stabilite satisfaisante. No\as avons analyse 
1' hybridation entre des oligonucleotides ferx&es et des 
15 polynucleotides portant des sequences coii5)16mentaireS/ soit 
en serie ribo- soit en serie desoxyribo-. 

Mi'r^ f>n ^videnM 1^ hyhridattion entre un oUaQnucieotide 
20 fermi^ f*t: iin ADW lineaire 

On incube 300 ng d' oligonucleotide circulaire ferme, prepare 
et purifie comme decrit ci-dessus, -ou 160 ng de 
1' oligonucleotide honologue lineaire ^ titre de temoin- avec 

25 un oligomer froid long de 42 nucleotides comportant une 
sequence de 21 nucleotides compiementaire aux 21 bases 
formant la grande boucle dans la structure ferni6e (voir la 
sequence de l3t Figure 6C) Les rapports molaires entre 
1' oligonucleotide znarque et 1' oligonucleotide compiementaire 

30 froid varient de 10:1 A 1:5 L' hybridation se fait pendant 1 
heure i 37*'C dans IX SSC (150 mM NaCl, 15 mM Na3citrate, pH 
7.0). Apres incubation , les produits sont analyses sur gel 
de 20% polyacrylamide non denaturant* Les resultats de 
1' autoradiographie du gel sont presentes en Figure 8A. 

35 On observe sur ce gel que les cinetiques de deplacement des 
bandes entre les positions monocatenaire et bicatenaire sont 
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0 iden1:iques pour les oligonucleotides lin^aires et les 
oligonucleotides femes. Ce r^sultat signifie que les 
efficacites d' hybridation entre un oligonucleotide fen&e et 
un ADN complement aire sont identiques & celles d'un 
oligonucleotide lineaire avec une sequence compiementai re « 

5 

Bxeinple 4-2 

r^arfognraphit* de 1^hyhy<riaMnn t^n^i^ m n1 iyomiel 6nl^^dA fermA 
^t- Tin ARW UnAa^Tf* 

10 experience suivante conslste k analyser par la technique 
de protection k la nuclease SI la position des regions 
bicatenaires lors de 1' hybridation entre un 
desoxyxibonucieotide ferae et un oligoribonucl<^otide 
ccn^>ortant une sequence qui est coiqpieinentaire k la regicm 
15 en boucle de 1' oligonucleotide feme. La nuclease SI est twe 
endonuciease spedfique des acides nucieiques siii9>le brin, 
qui ne digere que les sequences non appariees. C^est un 
enzyme qui permet de cartogr^hier les regions qui sont sous 
forme bicatenaire et de les differencier des regions 
20 monocatenaires. 

On incube un oligonucleotide ferme, synthetise et purifie 
comme decrit plus haut, avec un ARN lineaire long de 43 
nucleotides, comportant une sequence de 27 bases 
compiementaires aux 21 nucleotides de la boucle de 
25 1' oligonucleotide ferme et i 6 des nucleotides engages dans 
la region auto-appariee (voir la sequence de la Figure 6C) . 
Get ABN a ete transcrit par I'ABK polymerase de T7 ^ partir 
d'une mat rice syntlietique et marque avec de I'a^^P ATP k une 
activite specifique eievee (2,3 x 10^ cpm/(ig) • Apres 
30 transcription I'ARN transcrit est purifie par eiectrophorese 
sur gel de polyacrylamide 15%/7 M uree, elue du gel et 
precipite k l'6thanol, puis suspendu dans de I'eau. 
Apres incubation pendant 1 heure k 37* C de 300 ng 
d' oligonucleotide ferme ou de son homologue lineaire avec 1 
35 ng d'ARN dans 0.15 M NaCl, 0.1 H Hepes pH 7.9, 0.3 mM EDTA, 
on dilue le melange de reaction 10 fois dans 50 mM NaCl, 33 
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* 

0 znM acetate de sodium pH 4.4 et 30 |1M ZnSO^ et on ajoute 4 
unites de nuclease SI, On pr^l^ve des aliquotes apr^s 3 
zoinutes et 30 iiiinut<es( de digestion & 37^C et on analyse les 
prodults obtenus sur gel de polyacrylamide 20% dans des 
conditions d^naturantes • A titre de contrdle, on a fegalement 

5 incub6 dans des conditions identiques I'ARN radioactif en 
presence d'un oligonucleotide lin^aire conpl^mentaire ^ 
I'ABN sur 37 nucleotides. 

Les r^sultats <ie cette escperience sont pr^sent^s en Figure 
8B 

10 On observe sur ce gel que: 

-L'ARN incube en 1' absence d'oliganucieotide 
coropiementaire ou en presence d'un oligonucleotide non 
compiementaire, est ef fectivement non- hybri<^6 et 
con9>ldtement dig^rS par la nuclease Si; 

15 -I'AHM incube avec un oligonucleotide lineaire contrOle 
est protege de la digestion sur une longueur de 37 
nucleotides, ce qui correspond h la longueur des sequences 
compiementaires; apr^s 30 minutes d' incubation le prof 11 de 
protection se deplace vers des bandes centrees autour de 

20 deux bandes majoritaires de 35 et 34 nucleotides, 
respect ivement ce qui peut correspondre h xrne ^respiration" 
de la molecule bicatenaire; 

-I'ARN incube avec 1' oligonucleotide ferme presente un 
profil de protection caracteristique, avec plusiexirs bandes 

25 reparties selon une distribution centrees autour d'une bande 
de longueur de 27 nucleotides correspondant d la bande 
majoritaire; apres 30 minutes d' incubation les bandes 
proteges majoritaires se situent au niveau de 20 et 21 
nucleotides; 

30 -le profil de protection observe lors de 1' incubation 

de I'ARN avec un oligonucleotide de meme sequence que 
1' oligonucleotide circularise, mais lineaire est identique k 
celui de 1' oligonucleotide circularise; 

-le schema de protection de I'ARN par 1' oligonucleotide 

35 feme montre done que 1' hybridation entre I'ARN et la boucle 
circulaire de 1' oligonucleotide s'effectue sur xine longueur 
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0 optinale de 21 nucleotides/ conprenant ainsi la total it€ de 
la boucle. L'ARN coorpldmentaire peut m§me d^placer les 
nucleotides apparl^s dans la partle bicat6naire de 
1' oligonucleotide pour s'y h]^rider« 

5 Cette experience demontre que 1' hybridation entre un 
oligonucleotide ferme et un ARN comportant une region 
compiementaire k la boucle peut se realiser dans des 
conditions de t«nperature et de force ionique standard et 
que I'hybride ainsl forme presente les caracteristique 
10 nonaales d'une molecule bicatenaire resistante e la nuclease 
SI* 

EXfifflPle 5 

Aef-ivafion rte l^af^ivitfe RWase H par un h^rtde forme entre 
15 iin nli<;yomiM^r>t-idgi clrettlarig^ ferm^ et tin ARW lin^air^ 

On salt que les effets antisens d' oligonucleotides 
coiipiementaires ^ un AHN messager sont, dans de nombreux 
cas, le resultat d'une action de la RNase H cellulaire sur 

20 le substrat ainsi forme. La RNase B est une activite 
enzymatique cjui degrade I'ARN lorsqu'il se trouve soiis la 
forme d'un hybride ABN/ADK. Nous avons done verifie que 
1' hybridation entre un oligonucleotide antisens feme et un 
ARN lineaire creait bien un st2bstrat pour la RNase H. 

25 La structure de I'ARN lineaire utilise pour cette experience 
ainsi que sa pareparation ont ete decrites au paragraphe ci- 
dessus. 

L' hybridation de 300 ng d' oligonucleotide ferme ou de son 
homologue lineaire avec 1 ng d'ARN radioactif (2,3 x 10^ 

30 cpm/|ig) comportant une region compiementaire k la partie en 
boucle de 1' oligonucleotide antisens est realisee dans les 
conditions decrites dans le paragraphe 4-2. Ces conditions 
assurent une hybridation de la totalite de I'ARN i I'ADN 
compiementaire * On dira que la reaction d' hybridation est 

35 '^conduite'^ par I'ADN. i^res incubation, on dilue 10 fois le 
volume, en ajustant le tan^n d' incubation it 20 mM Tris HCl 
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0 pH 7.5, 100 DM KCl, 10 oM M9Cl2r 0.1 oM DTT, et on ajoute 2 
lanit^s de BMase H« On Incube i 37^C pendant 20 minutes et on 
analyse les prodults de la reaction coinme ci-dessus. Les 
r&sultats du gel sont pr6sent65 dans la Figure 8C. 
On obsezve sur ce gel que: 

5 -l^ARM marqu6 non hybrid^ avbc une sequence d'ADK 
coxnpl^mentaire est compl^tement resistant & Inaction de la 
RNase H; 

-I'AE^ marqu4, long de 43 nucleotides, hybrid^ avec un^ 
oligonucleotide lin^aire contrdle cox^>16inentaire ^ 37 bases 
10 de VAB^ devient partiellement sensible k Inaction de la 
RNase et donne des prodults de degradation/ 

-I'AHN marque hybrlde avec un oligonucleotide ferxne, 
dont la boucle est conipiementalre k 21 nucleotides Je cet 
AKN, devient tr^s sensible h 1' action de la RNase H et donne 
15 une serle de prodults de degradation dont les longueurs sont 
compatibles avec les analyses de protections ^ la SI 
decrites dans le paragraphe ci-dessus. 

En fait Inexperience, d' induction de substrat pour la RNase H 
20 est 1' image en miroir de Inexperience de protection & la SI 
et les resultats obtenus dans les deux cas sont touc k fait 
coherentsr indiquant k la fols des positions d'hybridations 
similaires et montrant qu'un substrat pour la RNase H peut 
etre cree par hybridation entre un ARN lineaire et un 
25 oligodesoxyribonucieotide circulaire. 

Cette experience montre done qu'un ARN lineaire hybride 
partiellement k un oligodesoxyribonucieotide fexine devient 
un substrat pour la RNase H, ce qui implique qu'un ADN 

30 circulaire hybrlde k un ARN messager cible peut exercer un 
effet antisens par le biais de 1' action de cet enzyme sur un 
substrat' ainsi genere. Oe plus# cette experience montre 
egalement que, dans des conditions experimentales de 
concentration identiques, le substrat ARN/ADN circulaire 

35 donne lieu k une degradation plus iraportante par la RNase H 
que le substrat AEIN/ADN lineaire. Dans des conditions 
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0 identiquesr toutes choses 6tant 6gales par ailleurs, les 
oligoddsoxyriboimcl6otides antisens circiilaires prSsentent 
done un avantage supplemen t a l r e sur les oligonucl6atldes 
antisens lin&dxes. 

5 BXagLB 6 

Tnhtbit:ifvn de la Tinilfip Ileal: ion du vims HArp^g fiimplir^it fypo 

1 fH.W»11 par rteft fl 14 ijronuel Strides antiseng rrailaires. 

« 

oligonucleotide GTr dont: la s^qpience est donn6e ci-dessous 
10 a ete synthetise, circularise ou non, et utilise dans les 
experiences decrites ici# soit sous forme lineaire, soit 
sous forme drculalre. 

i-ProtocQles eyperimentaug 

15 

S6qn«>nr;p P^ n4 rmil ari gat: ton de l^ftliyonugl^ot^lde GT 
sequence de GT:5' GT6 QSh C6T TCC TCC TGC GGG AAG CGG C 3' 

20 Pour permettre une clrcularisation chimlqpie efficace, 
1' oligonucleotide GT a ete synthetise sous forme et 
circularise .en positionnant les extremites 5' et 3'P par 
hybridation avec 1' oligonucleotide de sequence partiellement 
con^iementaire suivante: 5' CCA CGC CG 3' 

25 

Les conditions de ligation utilisees sont les suivantes: 
pour 100 ^g d' oligonucleotide GT : 10(Xp.g oligonucleotide 
compiementaire 

0,25 M MES, pH 7,4 
30 20 £lgCl2 

0,2 M CnBr 
Volume reactionnel: 500 ^ 

Incubation ± 4^c pendant 30 minutes* La reaction est arretee 
par addition de 1/10 de volume d' acetate de sodiiom 3M/ et 
35 2,5 volumes d'ethanol absolu, les oligonucleotides 
predpites et purifies sur gel de polyacrylamide denaturant* 
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0 

Tp^Affi-inn rif*s r;i>llnl<>s *>ri prAgPnee au £21 — absence 

Les cellules (cellules Vero ATCC -passage 121- cultiv6es en 
milieu (Gibco) MEM coiqpl6ioent6 de 5 ou 10% de SVF, de L- 
5 glutamine, d'acides amines non essentials et de p6ni- 
strepto) sont repiqu6es la vellle de 1' infection & une 
density de 5.10^ cellules par puits de 2 cm^. 16 ^ 24 heures 
apr^s^les cellules sont in£ect6es avec HSVIF h une 
multiplicity d' infection de 3 pfu/cellule en pr6sexK:e ou en 

10 absence d' oligonucleotides. 

Les oligonucleotides- sont dilu6s dans du milieu de culture 
sans s6rum en concentration 2X par rapport d la 
concentration finale d^slrge pour §tre ajout^s srus un 
volume de 50 |il. Le virus est ajoute 6galement sous un 

15 volume de 50 )il, 5 mn apr^s les oligonucleotides. Les 
cellules sont done traitees sous un volume de lOOfil (50 ill 
oligonucleotides + SO \ll virus) pendant une heure A 37*»C 
avec agitation douce toutes les 15 wn» Altematlvement, les 
oligonucleotides petzvent etre ajoutes plusleurs heures avant 

20 1' infection. 

i^res 1 heure d' incid:)atlon, le milieu est aspire et 50O \il 
de milieu complet sont ajoutes sur les cellules. 
L' incubation est poursuivie 24 h avant d'etre arretee par 
congelation des plaques dans 1' azote liquide. 
25 routes les mesures d' inhibition sont effectuees en duplicats 
ou triplicats. 

T^^_ ration dt> virus 

Les virus sont recuperes directement dans le milieu de 
30 culture aprds 3 cycles rapides congelation- azote 
liquide/d6congeiation 4 37®C* lis sont ensuite dilues en 
milieu sans serum pour effectuer la titration proprement 
dite. 

Les cellules Indicatrices sont replquees la vellle en milieu 
35 coznplet raison de 10^ cellules/puits de 2 cm^, 

Le lendemain, le milieu est aspire et on depose 100 }il des 
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0 diff ^rentes dilutions /puits. Apr^s une incubation d'une 
heure k 37^ C avec agitation totites les 15 mn, le milieu est 
aspir6 et les cellules sont recouvertes avec du milieu 
contplet contenant 1,2% de methyl cellulose (concentration 
finale de s§rum 2,5%) pendant 3 jours & 37"C« 
5 Apr^ 3 jourS/ le milieu est ^limin^, les cellules sont 
fishes avec du PBS-10% formal (solution k 37%) pendant 20 mn 
puis celeries au cristal violet 2% (dans PBS-20% §thanol) 
pendant 20 mn. Les plaques sont ensuite rinc^es et les 
plages sont cozopt^es par transparence sur le negatoscope. 
10 Les titration sont effectu6es en double pour chaque point. 
Les calculs d' inhibitions sont effectu^es par rapport aux 
tit res vlraux observes en 1' absence d' oligonucleotide. 



2-Rfesultats 

15 

-Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
croissance cellulaire 

La figure 9 pr6sente les r6sultats de mesure de croissance 
20 cellulaire (cellules Vero) en presence d' oligonucleotides 
divers, lineaires ou circulaires, en comparaiison avec la 
croissance normale des cellules seules. I>ans cette 
experience, les oligonucleotides etaient utilises k une 
concentration de 20(iM. 
25 Les resultats montrent que les courbes de croissance sont 
superposees. Les oligonucleotides lineaires ou circulaires 
ne semblent presenter aucun effet toxiques sur la croissance 
cellulaire* 

\ 

30 -Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
multiplication de HSV-1 

Dans cette experience, on a compare les effets 
d' oligonucleotides antisens GT (dont la sequence est donnee 
35 ci-dessus) sous forme lineaire, ou sous forme circulaire. 
Deux conditions differentes d' inhibition ont ete compares. 



NUC 37517 



wo 92/19732 



53 



PCT/FR92/00370 



0 En Ar les antisens sont ajout^ au raosient de 1' infection, 
alors qu'en B, ils sont Introduit dans le milieu 4 heures 
avant 1' infection. Les r6sultats pr^sent^s en figure 10 
niontrent que des oligonucleotides antisens circulaires 
inhibent la mxiltiplication virale. L' inhibition est de 30% d 

5 2 |1M, et atteint 65% & 5fiM. A ces basses concentrations, les 
oligonucleotides circulaires pr6sentent un effet 
d' inhibition sup6rieur & celui de 1' oligonucleotide 
lineaire, 

10 F,yKMPIiF, 7 

PrQpri^h^g rtefi oHyon»ffl^Qt!ideg rift <-yp^ ^sens^ 

1-Obtention des oligonucleotides de type sens 

15 Les conditions experimentales permettant la ligation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donnee 
dans la figure 5-B sont similaires & celles decrites dans 
1' example 1* 

Les produits de ligation sont ensuite analyses, par 
20 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylamide de 
12%/7M uree. 

Pour la preparation des oligonucleotides sens fe^es marques 
servant aux essais de gel de retard, les conditions sont les 
suivantes: 

25 22n moles d' oligonucleotide sont marque en 5' avec du gaamia- 
32 ATP (activlte specif ique 2-5xlo8 cfan/fig), 50mM Tris HCl 
pH7,8, lOmM MgCl2, 20mM DTT, ImM ATP, ImM bSA et 400 ainites 
de I'ADll ligase de T4 dans un volume de 10|il. L' incubation 
se fait pendant 2h ^ 16**C. Les produits de ligation sont 

30 purifies par eiectrophorese denaturante en gel de 
polyacrylamide de 12%/7M ur6e, les bandes correspondantes A 
1' oligonucleotide ferme sont detectees par autoradiographie 
excis6es du gel et I'ADN est isoie par les techniques 
classiques d' extraction de gels de polyacrylamide. 

35 Altemativement, les produits de la reaction de la ligation 
sont utilises sans purification prealable, apres 
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0 inactivation de I'i^N llgase par chauffage du milieu de 
ligation pendant 2 minutes ^ 90^ C extraction au 
ph^nol/diloroforme/alcool isoamilique# precipitation & 
I'alcool absolu en presence de 20)ig de. glycogtoe comme 
entralneur et lavage & I'alcool 80% 

5 

2*R&sistance des . oligonucleotides de type sens aux nucleases 
s6riques 

Les oligonucleotides *^S6ns' pr^seatent une resistance ^ la 
10 degradation nucieolytique lorsqu'ils sent incubes en 
presence de serum, Les coinparaisons effectuees entre la 
resistance des oligonucleotides circularises et des 
oligonucleotides blcatenaires llneaires ddxment les memes 
resultats que ceux presentes dans la figure Dans tous 

15 les cas, les oligonucleotides fermes presentent une 
resistance superieure A celle des oligonucleotides non 
femes* Le temps de deBiie*vie des oligonucleotides sens 
fermes est superieur au moins d'un facteur 10 e celui des 
oligonucleotides lineaires blcatenaires non fermes, 
20 presentant des eactremltes 3' et 5' IdLbres* 



3-Mise en evidence de la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par un oligonucleotide circulaire de 
type sens comportant la sequence de reconnaissance sous 
25 forme auto^appariee* 

Les experiences suivantes ont ete realisees avec les 
oligonucleotides dont la sequence est rappeiee ci^dessous: 

30 HNF~1 NON LIGQE: 

/ I -Q-X-(^X-G-G-T-T-A-A-T G-A-X-C-T-A-C-A-G-T-T-A- T -p 
T ' 
\ ^ ^7-<:-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A— C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T-T 

35 
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0 HNFl-CIRCUIAIRE (HNFI-C) : 

^ T -G-T-G-T-G-G-X-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- ' N 
^ -p ^-J -C-A--C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- j ^ 

^ T 

5 HNFI-LINEAIBE BICATENAIBE (HNFl-LB) : 

-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G^T-T-A- 
-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- 

10 Nous avons coxaE>ar6 l'efficacit6 de fixation du facteur de 
transcrix)tlon WEI (obtenu k partir d'extraits nucl^aires de 
foie) sur des oligonucleotides lin^aire double brin, des 
oligonucleotides en 6pingle k cheveux, des oligonucleotides 
circulaires, non ligu^s ou refermes par 1' action de la 

15 ligase de T4 (la sequence de 1' oligonucleotide circulaire 
utilise est donne en figure 5-B> • 

3 f moles de chaque oligonucleotide (activite specif ique 
7000 cpm/f moles pour 1^ oligonucleotide lineaire double brin 
et 3500 cpm/f moles pour les autres oligonucleotides) sont 

20 incubes dans un volume final de 14pl; avec Ifig d'un extrait 
proteique nucieaire de foie dans lOmM Hepes pH 7,9, 50mM 
KCl, 10% glycerol, a, ImM EDTA, 0,5inM DTT, 0,5 mM PMSF, 6 mM 
MgC12, 6inM spermine en presence de 1^5 (ig de poly dZ.dC-poly 
dl.dC et 250 ng d'ADN de sperme de saisnon sonique comme 

25 competiteurs non specif ique* Aprds 10 mn & 4^C, les melanges 
de reaction/ ainsi que des contrdles dans lesquels on a omis 
1' addition des proteines, spnt deposes sur un gel natif de 
polyacrylamide 6%/0,25 x 7B£. A la fin de la migration, le 
gel est fixe dans une solution 10% acide acetique, 10% 

30 metanol, transfere sur du papier 3MM, sech6 et 
autoradiographie. Le resultat de cette experience est 
presente dans la figure 11. 
On observe que: 

1. L'af finite de fixation du facteur de transcription, 
35 pour 1' oligonucleotide circulaire ferme est similaire e la 
fixation observee sur les oligonucleotides lineaire double 
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0 brin ( ou en 6pingle & cheveux^ r4sult:ats non pr6sent4s 
id) • De telles structures peuvent done Stre utilis^es coxnme 
ageat pour fixer des facteurs de traxiscription, des trans- 
actlvateiirs, ou tous autres prot^ines se fixant sur one 
sequence d'^H specif igue. 
5 2. La fixation da facteur de transcription HNFl sur 
1' oligonucleotide circulaire non ligu6 est de 5 4 10 fois 
inf^rieure 4 celle observ^e sur 1' oligonucleotide 
circul2Lris§ par action de la ligase, Le site de ligation 
dauis 1^ oligonucleotide sens est centre dans la portion 
10 bicatenaire et correspoiKl k I'axe du pseudopalindrome qui 
constitue le site de fixation du dimer de BNFl. La presence 
d'un ^^Oc'^ destabilise done la liaison ADN/proteine. Ce 
resultat confirme la nature fermee de 1' oligonucl^.otide 
circulaire ^'sens'^ traite par la ligase de T4. 

15 



20 



25 



30 



35 
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0 

REVENDICATIOKS 

1. Agent antisens ou sens du type oligonucleotide, 
caract6ris6 en ce qu'il est constitu6 d'une ou plusieurs 
5 sequence (s) d' oligonucleotides monocat^naires, dont les 
extrfemttfes sont relives entre elles par des liens covalents 
pour former au moins partiellement une structure 
monocatenaire fermte. 

« 

10 2. Agent antisens ou sens selon la revendlcatioi> 1, 
caracterise en ce qu'il est constitu6 d^une sequence 
oligoaucieotidique monocatenaire dont les extr^mites 5' et 
3' sont relives par une structure covalent * non 
nuclSotidique • 

15 

3* Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caract^rise en ce qu'il est constitu^ d'une s^qfuence 
oligonucieotidique monocatenaire dont les extremites 5' et 
3' sont relives entre elles par une liaison nucieotidique. 

20 

4. Agent antisens ou sens selon I'une des revendicatlons 1 d 

3, caractSrise en ce que les sequences d' oligonucleotides ne 
comportent aiKnine extremite 5' ou 3' libre. 

25 5. Agent antisens ou sens selon I'une des revendicatlons 1 ^ 

4, caracterise en ce que la ou les sequence (s> 
nucieotidique(s) du coiq>ose ne coo^ortent pas de fragments 
susceptibles de s'auto-apparier* 

30 6. Agent antisens ou sens selon I'une des revendicatlons 1 ^ 

5, caracterise en ce que les sequences nucieotidiques du 
compose comportent des fragments susceptibles de s'apparier 
pour former des auto-appariements bicatenaires • 

35 7. Agent antisens ou sens selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les fragments susceptibles de 
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0 s'apparler peuvent Stre s^ax6s par des fragments ne pouvant 
pas s^apparier. 

8. Agent: antisens ou sens selon I'une des revendl cations 1 h 
7, caract€ris6 en ce que la ou les sequence (s) 
5 d' oligonucleotides peuvent conporter des nucleotides en 
s6rie d^soxyribo- ou en s^rie ribo- naturelle ou non 
naturelle. 

9* Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 k 
10 8 r caract6ris6 en ce que un composant ayant une activity 
biologique est greff^ sur la structure monocatenaire fenaSe. 

10 • Agent antisens ou sens selon la revendication 3, 
caracterise en ce que ledlt conusant est greff6 sur la 
15 structure covalente non nuddotidique. 

11. Agent antisens ou sens selon l^une des revendications 1 
k 10, caract^rise en ce que la structure covalente non 
nucleotidique est une structure peptidique. 

20 

12. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
k 11, caract^rise en ce que la structure covalente non 
nucleotidique est une structure au moins partiellement 
lipidique. 

25 

13. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
k 12, caracterise en ce que la sequence d' oligonucleotides 
est uniquement en serie desoxyribo- ou en serie ribo- 
naturelle ou non naturelle. 

30 

14. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
k 13, caracterise en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides est la sequence compiementaire d'une 
region d'un ABM messager ou d'un fragment d'AD^ naturel. 

35 

15. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 



NUC 37527 



wo 92/19732 



63 



PCT/FR92/00370 



0 ^ 14 caract6ris6 en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides correspond h- une s6quence reconnue 
specif iquement par une prot^lne naturelle. 

16* Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
5 d 15, caract^ris^ en ce que 11 cofflporte une partle 
polyribonuclSotidique capable d'exercer une activity de 
clivage en trans sur un ARN. 

17, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
10 ^ 16, caract^risS en ce que les sequences nucl^otidiques lui 
permettent d' adapter une structure bicat6naire, faisant 
intervenir des appariements anti-parall^les et/ou parall^les 
dans une conformation de type Moebius* 

IS 18. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
k 11, caract6ris6 en ce que les sequences d' oligonucleotides 
comportent entre 10 et 200 nucleotides. 

19. Agent antisens ou sens selon la revendication 16, 
20 caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides 

comportent entre 10 et 100 nucleotides. 

20. Precede de preparation d'un agent, selon I'une des 
revendications 1 k 18, caracterise en ce que I'on a effectue 

25 la synthese chimique partielle ou totale de la chaine 
monocatenaire du compose avant de le cycliser. 

21. Precede selon la revendication 20, caracterise en ce que 
la sequence d' oligonucleotides est obtenue par une methode 

30 biochimique. 

22. Application d'un agent selon l^une des revendications 1 
k 19, k tit re therapeutique. 

35 23. Application d'un agent selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que 1' agent est utilise k titre d' agent 
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0 anti-viral ou anti-canc^reux- 

24. ^plication selon la revend i cation 23 caractdris6e en ce 
que 1' agent est utilise comme induct eur inununa-'inociulateurs 
naturels. _ 

5 

25. .^iplication selon la zrevendication 24 caractdris^e en ce 
que 1' agent est utilise comme inducteur d' interferons. 

26. ^plication d'un agent selon I'une des revendications 1 
10 4 19 ^ titre d' agent de diagnostic in vitro- ou in vivo. 

27. J^plication d'un agent selon la revendication 26, 
caract^is^e en ce que 1' agent est marqu§. 

15 28. Application d'un agent selon I'nne des revendications 1 
k 19, en cosm§tique* 

29. Composition pbarmaceutique caract^riste en ce que elle 
comporte h titre de principe actif au moins un agent selon 

20 I'^une des revendications 1 k 19. 

30. Composition selon la revendication 29, caract^ris^e en 
ce que la con^sition pharmaceutique est sous une forme 
administrable par voie topique externe. 

25 

31. Composition selon la revendication 30, caract^risee en 
ce que 1' agent est utilise comme un agent anti-viral. 

30 
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FIGURE 4.C. 
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Abstract (Basic) : KO 9219732 A 

Oligo nucleotides (I) con^rise single -stranded oligonucleotide 
sequences whose ends are covalently linked together. Pref . (a) (I) 
comprise a single -stranded sequence whose 5* and 3' ends are linked by 
a nucleotide bond or a non- nucleotide covalent structure; (b) the 
sequences have no free 5' or 3' end; (c) sequence (s) may opt. con^rise 
fragments capable of duplex formation, which may be sepd. by fragments 
incapable of duplex formation; (d) the sequence (s) may con^rise 
(un) natural (deoxy) ribonucleotides; (e) a bioactive cpd. may be grafted 
to {X) t esp. to the non -nucleotide covalent structure; (f) the 
non -nucleotide covalent structure is a peptide or at least partially 
lipid structure; (g) sequence (s) is complementary to a natural DNA or 
mRKA fragment; (h) sequence (s) is recognised specifically by a natural 
protein; (i) (I) comprises a polyribonucleotide sequence inducing trans 
cleavage in an RNA mol.; (j) the sequences enable (I) to form a 
Moebius-type duplex structure with ant i -parallel and/or parallel 
pairings; and (k) the sequences cooiprise 10-200 (10-100) nucleotides. 

USE/ADVANTAGE - Highly resistant to exonuclease attack c.f. linear 
counter 
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